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® He P aros a nes- N .O.su.fates, .eur precede de preparation et les compositions pharmaceutics qui 
les contiennent. 
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d'hydrogene ^ d'hydrogene et un groupe sulfate 

et les sels pharmaceutiquement acceptables desd.ts heparosanes- N.O-sulfates. 
Medicament. 
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nJToS^SSi; ST ° bjet ^ T V SaUX ^--"^.O-sulfates. | M compositions d'heparosa- 
fies-iN.o-suirates contenant ces nouveaux heDarnc^npc m n_c.if-.fA~ «*. i~ ... K 

ayant comma principe act. .es no^^^ne^S^' * COmp ° Slt '° nS P^aceutiaues 
II est connu que les glycosaminoglycanes sontdes produits susceptibles d'etre obtenus oar extraction h« 

eM fooo oi Ce Iduft'ltfn'l d s™ atan r SU,fate naturel a une ma «* moleculaire comprise entre 20.000 
II ® st d'autre part connu (I. Bjork et U. Lindahl, "Molecular and Cellular Biochemistry" (1982) Dr W Junk 
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Activation de contact 



Facteur XII 



Facteur Xlla 



Facteur XI 
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Facteur Xla 



Facteur IX 



Facteur iXa* 
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Facteur x 



Facteur tissulaire 
Vila 

Facteur xa*-^ 
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Prothrombine M 



Thrombine* lla 
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Fibrinogene 



XlUa 



Fibrine 
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sive d^j^rieTe ' f-l^^nT? 61 ' 6S faCteurS tiSSulaires ' .'activation succes- 

! V i° Sene de ? cte " re de c °a9"lat,on presents dans le plasma sanguin. ceux-ci etant reperes oardes 
chrffres romains sur le schema ci-dessus et la presence de I'indice a d^sionan i a f-Jl ~I« • ^ ! 
sent) ou non activee (indice a absent) d'un facteur de^agu.a'on don ne ' ( ' nd ' Ce " Prt " 

Quelle que soit ia nature du stimulus, les etapes finales sont identiques : le facteur Xa active le facteur II 
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tanlT/cLiUons phyaiptogipp.a nprmalas, das proves r^latos tal.aa p U a rami.P-Pmbipa .„ 
(ATlll ) a, la ppfaataur . 6a ,«par,na (HCU) JSKSISTS^I-- -P«. Par 

c^rMiqaa M ^^"^Sw, (Las dlsadsharidipues) da mass* moiPpplaPe 
^n~SS S Sir"rr re . paPP^s, ana.y.s,, d,. DuPdpa. (1-4) PP .1* 

TaLu. d. «pa*. p.u«« aUrtaSpuemaP. r.prasad.a. par ,» fprmula (I) a.ivard. : 



35 



40 



COO 



CH 2 OA 




OA 



NHB 



CO 



— I n 



45 



50 



ou A represente H et 80,". B represente SO3- et COCH et n est un nombre entier compris entre 20 at 
30. ce qui correspond a un poids — ^— "Ses pour ,es subsets 

Les expressions "H et SO, et ^J^^Z^ues ci-dessus. A est dans certains cas I'hydrogene 
A et B. indiquent que dans les 20 a 30 u "^~H2gu* B est dans la majorite des cas SO," et dans 
et dans d'autres cas un groupe S0 3 , et, d une Tacon dna.uyu 
d'autres cas un groupe acetyie. 

De meme. la .iaison I , signifie que ,e groupe COO", dans les 20 a 30 unites disaccharidiques ci-dessus. 
a dans certains cas la configuration (n) : 



COOH 
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(il s'agit de I'acide D-gfucuronique) 

et dans la majorite des n unites, la configuration (iii) : 




(iii) 
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45 



10 O'l s'agit de I'acide L-iduronique) 

n t IT P ° Ur les umt6s uniques, les deux structures (ii) et (iii) mentionnees ci-des SU s 

105 et on ma n= J - ■ -j Ce produit P° ssede "ne masse moleculaire comprise entre 

25 333 243). m " l iy o«;. 116, 359-364, etdemandede brevet EP-A-0 

ridique repetee de formule I : ' caracter,ses P ar une structure disaccha- 
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dans laquelle, 
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- presente dans 0 a 30 % des unites disaccharidiques desdits neparosanes-N.O-sulfates un groupe 
iC "etyie sTdans les unites disaccharidiques restantes. un groupe sulfate et eventuellement un atome 



ac 

d'hydrogene. 

■ G reDresente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate. 



- C3 reDresente un dLuiiic u uy --c — < 

eM-ss-lspharmaceutiquementacceptables desdits heparosanes-N.O-sulfates ■ 

Le degre de sulfatation des heparosanes-N.O-su.fates exprime comme rapport su.fate/carboxyle, est de 

1 Sdon conceme aussi une composition d'heparosane-N.C-su.fate contenant au moins 70 % en masse 
d'un he a'sane N.O-su.fate decrit ci-dessus et objet de la presente invention de preference contenant au 
moins 90 % en masse d'un heparosane -N,0-su.fate objet de la presente mvent.on. 

Les heoaro^anes -N O-sulfates objet de la presente invention peuvent etre constitues de cha.nes po.ysac- 
cJSX «sdemasse mo.ecu.aire bien definie. cette masse mo.ecu.aire etant situ - dans I mterva.le 
^%M^Tiuvent aussi etre constitues par un me.ange de chaines de masses moiecula.res vanab.es 
1500-1 ouuu ua ns peuve „ n _ nt „ 1500 et 1500 0 Da La dispersion des masses mo.eculaires de 

Z ^rreTu™^ Zo^Zte™ heparosanes-N.O-suifates. objet de , presente 

invenSon Suvem L constitues par des chaines ayant entres el.es une difference de masse M au 
invention p-uvem B k se u.ement par des chaines ayant entre e.les une difference de 

pTd TZ:ZZ d , on 300 Da cr^coVespo e ; d » un'e unite de structure uronique (acide D-g.ucuronique 
ou ses dtivt ou de structure g.ucosamine. II est aussi evident qu en fonction de .a constitution de cheque 
heparosane-"N C suTat*. .a masse molecu.aire des chaines ayant. soit la masse mo.ecu.aire a p M» , fa.b.e -oj 
Jmasse mo,e CU ,aire .a p.us haute, peut correspondre a n'importe que..e va.eur comprise entre 1500 et 1 5000 

.'expression "G represente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate" utilisee ci-dessus indique que G 
dans I uni fdisaccharidlue. represente pour certaines positions un atome d'hydrogene et dans les autres res- 
tentei uTgroupellfate De la meme maniere, E represente dans certaines unites disacchand.ques un g^pe 
Se et 'dans le reste de ces unites, un groupe sulfate ou eventuel.ement un atome d'hydrogene. Les umtes 
disaccharidiaues des heparosanes-N.O-sulfates, ne sont done pas toutes idenhques. 

une structure repetitive disaccharidique formee par une unite g ucosamme et une 
unl^iSrSluSonique. Lesdites unites peuvent etre inversees, pius particu.ierement s, .'on considere que 
ta sfruc^re disaccharidique de formuie I est repetee n fois, que .'unite non-reductnee des chames peut-etre 
idTSS^r^In. unite g.ucosamine, tel.e que representee dans .a formu.e I avec un groupe hydroxy en 
Dos^on 4 cette unite de g.ucosamine etant su.fatee ou non, soit un acide D-glucuronique contenant eventue.- 

E^e^rtn^ 
d^o^ 

heparosanes-N 0 u faTi objet de la presente invention, sont des unites uronioues sulfatees ou non, e a 
%£ZZ ^suSie ou non.de la N-acety, glucosamine, su.fatee ou non. ou des un.tes ayant une structure 

2 ' 5 "on h p d rrre n .es he P arosanes-N,0-su.fates constitues de chaines dont .es deux extremites reductrice et 
non^duSce. sent des unites uroniques sulfatees ou non, de ia glucosamine sulfatee ou non, et de la N-acety. 

^Ta^senS — 7a°ega.ement pour objet un precede de preparation d'une composition contenant 70 
% a 100 % d un heparosane N.O-su.fate. objet de la presente invention, caracterise en ce qu ,l comprend ,a 

S6qi _ S ^"^uSu^une louche d' Escherichia coli (K5). pour former un N-acetylheparosane. 

SSb-'i lement et purification du N-acetylheparosane forme pour obtenir une composition contenant 
N-acetylheparosane constitue par des chatnes ou par un me.ange de chaines de masse 
mo ecu aTe ntre 1500 et 15000 Da. caracterisees par une structure disaccharidique repetee de formu.e 
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l^n^^Xt^TunH^ COmP0Siti ° n de ^^ossne pour obtenir une compo- 
3? m««. .? . heparosane constitue par des chaines ou par un melange de chataes 

de 6 * 1500 6t 15000 Da ' CaraCteriS66S Par Une ^ See 



CH 2 OH 
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dans laquelle R> represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques, un groupe acetyle et dans les 
unites disacchandiques restantes un atome d'hydrogene acecy.e, et aans les 

- etape d : 

- soit N.O-sulfatation partielle de cette composition d'heparosane 

- soit N.O-sulfatation partielle de oette composition d'heparosane suivie d'une etape de N-su.fatation 
at comnlr 6 N '^ ,fa ,! ati ° n t0tale ° U SuMe d ' une ^ e de O-sulfatation totale ou partielle 
Pour la preparation d'oo. composition oontenant 70 % 4 1 00 % d'on heparosano-N O-aalfoia nhi» a. ,, 

siisT-t '' l " ven ' ,o "' ° n " ,,is * * man * e 

PsrhPrirhJa mii rw*« « l. ... 1 ' * ^ & ^-^ob). u s agit done bien d'une souche 

,; m o , Tn ^ "> 3 P ° See 3Upr6s de ,a CNCM de nnstitut Pasteur Pans France sous 
sou^hesd^ 

rarr^la^ - • de - d - heures apres 

% d'un^'Shi^ PUrif,Cati0n du N-acetylheparosane. pour obtenir une composition contenant 70 % a 100 

L P C ° nSt,tUe P3r m6 ' ange de chaJnes de masse moleculaire entre 1500 eM 5000 

Da caractensees par une structure disaccharidique repetee de formu.e II, sont realises par un proceVe compr e° 

SSL n Une .? Pe dS preci P itation et una ^Pe de chromatographie d'echange d^ons cSe etepa Z 
22l " ' 6nCe CO, ° nne Q " Se P haras « ™ colonne equ ivaLte li prSpiSon es 

ST! %ZZ°^^T^t -? Pr ° Prie ; 61 n ° tamment alC00 '- de Prefer '" ce ''ethanol 'Se ce p" 
A 2 ! ^ a , cet y |he P arosane Pe"t-etre sous forme de sel, de preference sous forme de sel de sodium 

- etape : Dialyse, 

- etape Cl : Precipitation par I'ethanol, puis deshydratation et sechage, 
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M*n~ d ■ Purification par chromatcgraphie d'echange d'anions, 
I Spe e • P^ation par rethanoi de I'eluat, obtenu par l'etape d,. deshydratation, secnage et broyage. 
Cotcemant.es ipes a, b„ c„ I'orare avec ieque, el.es sent effeouees imoorte peu. Une des etapes a, 

■ ° U C A^ape r " la Citation par .'ethane, n'est pas indispensable. ., est possib.e d'isoler ,e Nh^^- 
' rosan par d aui es methodes comme par exemp.e evaporation sous vide de <'eluat obtenu p« eta e c 

LMsdement et la purification du N-acetylheparosane. pour obtenir une compos.tion contenant 70 k a 100 
% d 'un N aSheparosane constitue oar un me.ange de chaines de masse mo.ecu.aire compnse entre 1o00 
et 15000 Da peut aussi etre effectuee de la maniere suivante: 

I Spe b 3 '; : PurifSion en milieu acide. elimination des impuretes insolub.es dans des so.utions aqueuses 
depH3,5etpH1,8, 

- etape C, : Precipitation par I'ethanol, puis deshydratation et sechage. 

- etape d', : Hydrolyse alcaline et dia.yse, 

,« - etape e' ; : Purification par chromatographie d'echange d'anions, 

- 6tape f n : Purification par chromatcgraphie d'exclusion. ........ „ fion 

Ce procede d'isolement et de purification est aussi un proceoe prefere de I invention. 

En " Mns ce CM une « Ira „ 0 „ prtalable ast nacessare, set un prodnn 

' - etape a", : Centrifugation de la suspension obtenue a la fin de la culture, 

- etape b", : Mise en contact du surnageant avec une solution alcal.ne, _ 
25 - etape c"i : Pre filtration, 

- etape d", : Concentration sur membrane de seuil de coupure determine, 

- etape e", : Dialyse. 

L'etape e", n'est pas indispensable. 

selon la methods d6crite ci " ds f sus h > et , es proc6d , s dMs0 .ement et de purifications ainsi que 



40 




(II) 



En effet grace aux precedes d'isolement et de purification decrits ci-dessus et a l'etape de la Purification 
„ 1 50 L.sN-,c e .» l heparos»nes conanPia* parnn malanga Pa chainaa da maaaaa molncplairas comprisas emra 

55 ' DanTa majorite des chafnes. I'extremite non-re ductrice est une unite uromque de formule (a) . 
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« H989) iTgS'^J « p f™"**™** de pe ™ eati °" da 9 el « -MWon (A.A. Horner, 3iocheni J 

984 ' 25 o 20 123S 8 K n ' " t ^ 263 ' 1 1 ' 5197 " 52 ° 1 * U ' Undahl « J " Bi °«- ^ 

Brevet EP-A 287 477 cfi. h ' aUSS ' k"" 36 ' '* m * th ° d6 de ethano.ique (Demande de 

! S Rhodes e^v sageaLTes m ' ere ^ * est Particulierement appreciee parmi 

o s Sf:/ 6 r me nombre d-unites «— uss^ 

^ aemanae ae Drevet EP-A-0 333 243, et notamment constitutes de 6, 8, ou 10 unites "sucres" f ra r«nnc 

25 et^T™ M Par ° h Sa ; eS C ,° nStitU ' eS dS ChafnSS C ° ntenanten 10 -nl^SLCSS: 

(1983) ' f ! 3 - 17) °° dS N -^^P-sanes de haute masse m^re 
mol6cu.a!re ^epolymenses selon les methodes utilisees pour preparer les heparines de bas poids 

M nroin eff f ' 'I 8 h ^ ar ° sanes - N .0-^'fates objet de la presente invention peuvent etre prepares par d'autres 

50 dTCT^ 

Cette depolymerisation peut-etre effectuee avant la desacetylation du N-acetylheoarosane de haute 
"ToZe 6 7*^ ' a d6Sa °^ lati0n - a '- la Nation ou encore, aprTs N O sSatetion. 

M H~ S T , , ment '° nne P^cedemment. la depolymerisation peut-etre effectuee selon les methodes 
riST ? atUre P ° Ur Pr6par9r 168 h6ParineS de bas P° ids ^o'-ulaire, par exernple" Z«lt 

J- et ne sont pas limitative, On peut ^^^^^Z^^^S^ 

efln6 L °^ Ue ' eS h6 P aras anes-N.O- S ulfates sont prepares par depolymerisation, a partir d'un N-acetylheparo- 
Scln h T r S t e m ° 6CUlaire (P-alablement desacetyle et eventuel.ement N-su.fate) en le soumeSn " 
^TuTs^?l X a n^T CiriC6 t dSS he "— -N.O-su,ates objet de ,a presente invent peut 
Z„ h!,! ,1 y ann °' et notamment de 2.5-anhydro-D-mannose. La depolymerisation oar 

action de I ac.de nrtreux peut etre effectuee apres I'etape de la N-desacetylation ou de la N-suSS 

TntlS^^^ ° Xydati0n ,° U d ' Une r6dUCti0n ' °" -^^Mp^^SS^-SK 
La SsaS^n fTl : eSpect,vement acide 2.5-anhydro-D-mannonique ou ZS-anhydro-D-mannitcf 
a robfen^d?^ ^ r d " COmp ° sitions contenant ™ % * 1 00 % de N-acetylheparosane, qui condu t 
tL^^rT^T C ° ntenant 70 % 3 100 % 6t meme 80 % a 100 % d ' un "eparosane constftul 
&L™^Ze£j^T< mas I S 1 e . mo,eculaire 1500 et 15000 Da, caracterisees par une str^re 

extant ' md ' qU6e d - deSSUS ' 6St rea " See par un traitement ave ' agent desa- 

Comme agents desacetylants on peut mentionner le pentasulfure de phosphore, le fluoroborate de trie 
SeMe 5 ° U '' h r draZin f • d6UX d6mierS a9entS etant ParticuEerement apprecief On peut auss 
Sin J 7 a- T' neraUX f0rtS ' te ' S qUS raC, ' de ch,orh y"nque. Facide sulfurique etc... La duree de So 
dl^ant^ 6t — de ' a «~» - - ' a -central de^nt 

m ^.i'nn7H C ; hiS h Sa,nent H de 13 COmp ° 1 Sition de ''heparosane en heparosane constitue par des chames ou par un 
melange de chames de masse moleculaire comprise entre 1500 et 15000 Da, caracterisees par une allure 
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disaccharitiioue r-oetee de formule III. est realise par la mise en oeuvre de techniques class.ques ae ftacbon- 
n e ment des ^ mLs« molecu.aires mentionnees ci-dessus (chromatographie de permeat.on geLultrafi.trat.on 
^Sonnemen- e^Tnotique). Dans ce cas, on obtient des compositions contenant 90 % a 100 % en masse 
iThTparosane c TnsS P ar on me.ange de masse moleculaire entre 1500 et 15000 Da. ayant la structure 

^^ZT^^Zsl constitues dun melange de cha.nes de masses mo.ecu.aires comprises 
entr 150 S Da. il est aussi possib.e d'uti.iser des N-acetylheparosanes de haut po.ds molecule re 
Les heparosanes de haut poids moleculaire obtenus apres desacetyiation peuvent etre depo.ymenses par les 
mihode d^ decrites pour la preparation d'heparines de bas poids moleculaire et deja mentionnees dans 
^TTJZ^sZ^ de d'epo.ymerisation peuvent etre ensuite soumis a un fractionnement af.n d obte- 

" *7XEZZi r ™ "lange de cha.es de masse moleculaire entre 1500 et 15000 Da, 
caracterisees par une structure disaccharidique repetee de formule III : 



15 CH 2 OH COOH 



O. 



o. 



(in) 



20 ^ ^ r ^ I 

NHR ' OH 



^ labile R< reoresente dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques, un groupe acetyle, et dans les unites 
25 SS^^S^u^lm. d'hydrogene. sont des produits nouveaux et a ce titre font auss.parhe 

^ TeTheoarosanes preferes de .'invention sont les heparosanes constitues par un me.ange de chatnes de 
massemo^^ 

heparosane's O suKales objet de la presente invention mais ils peuvent aussi etre utilises pour la P»P-n*on 
d autres prodl par exempli des produits qui subissent une ep^erisation, par .a su.te. au n.veau de I un.te 

" aCid L D anXet e .a N, O-su, fetation partiel.e, les heparosanes peuvent etre transform,* en un se. de base 
organS Ten un sel d 'ammonium quaternaire. Pour .a formation du se. d'ammon.um quatema.re des hepa- 
rosanes, on utilise de maniere preference le tetrabutylammon.um. n ° 2 584 
L'etaoe de la N O-sulfatation partielle realisee selon le procede decnt dans le brevet franca.s N j w 
M 728 du To 1 1 87 (correspondent a la demande FR-85.1 0787), est effectuee dans un solvent aprot.que pola,re 
queTe dime Mformamide. le dimethy.su.foxyde, rhexamethy.phosphoramide ou ^ 
maanae de ces sofvants a I'aide par exemple d'un complexe d'anhydride sulfunque (tnoxyde de soufre . S0 3 ) 
alt u n e basr 0 manCe telle que la trimethy.amine. la triethylamine ou ,a pyridine. E.le peut auss, etre effec- 
Z ' S "SLfonique en solution dans la pyridine. On utilise de preference le complexe tnoxyde 

10- et 50=C. pendant une dur.e comprise 

sodium 0 P 5 M. Devolution est ensuite neutralist Apres addition d'une ouan sechf 
55 cipite forme est iso.e, repris avec de I'eau ultra-purifiee. dialyse centre cel.e-a, "^,1'^ e , h S ^ osane _ N Q . 

L'etape de la N.O-sulfatation. ainsi que les etapes de purification de la composition de l heparosane N.O 
sulfate decrites dans le paragraphe precedent, peuvent etre repetees une ou p.us.eurs fo.s. Le processus 
la purification est donne a litre d'exemple et n'exclut pas des precedes equivalents. 
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0 pnffH de i N '°; su,fatation est de Preference suivie d'une etape de N-sulfatation totale realise* en 

ol v!ZZ n eSten f u,te i remis en s °'^ion dans une solution de chlorure de sodium 0 T M repSe' 
par attend, pu.s repns dans I'eau ultra-purifiee. dialyse contre celle-ci, lyophilisS et seche re P rec 'P ,te 
L enncnissement de la composition de I'heparosane-N.O-sulfate en heparosane-N O-sulfate est raa.te* 

Les LolZTr ? " PUrmCati ° n "* d0nn * * *• tf — "■*•■« n'excu/pas des proems iquiva ente 
Les etapes de purification peuvent etre repetees plusieurs fois equivalents. 

Selon le precede de I'invention, avant I'etape de la O-sulfatation, I'heparosane N-sulfate est transforms 

d ammonT nCe "V" * * ^ ° r9aniqUe ° U Se ' nium quaternaire. Pour a fo'aS d u ™ 

d ammonium quaternaire on utilise de maniere preference, le tetrabutylammonium 

a I'aide 'oarTJl^^ &Sl ^ e dans ,e formamide ~ autre solvent, chimiquement equivalent 

Sth a S nTd1a, y ;: etc" ^ ^ ** ^ de d6tai »^' par 

Selon I'invention, I'heparosane-N.O-sulfate prefere comporte au moins 90 % en masse de chains Hp 

Les produits prtferes de I'invention sont les heparosanes-N O-sulfates mnQWnoc rta „ h =- 
masse moleculaire moyenne d'environ 4000 a 7000 Da et un teart de^uStaZ ~r>£ 
4 5 sulfate/carboxyle. compris entre 1 ,7 et 3. comme aussi fe raPP ° rt 
80 % (taux du group, acetyle present environ 20 %, et etant »n.^p^i ^bt^^^"^ 

Les neparosanes-N,0-suIfates preferes de I'invention sont plus specialement - 
55 - Les heparosanes-N, O-sulfates, N-desacetyles a environ 80 % ftaux du nmnn. *,~k . 

20 o/ o) etant constitues par au moins 80 % en masse de S^iTZ^^^^^ 
2300 Da et 7200 Da et ayant un degre de sulfatation de 1,8 »" 5 mo,ecu,a,res co ^Pnses entre 

- Les heparosanes-N.O-sulfates. N-desacetyles i environ 80 % (taux du groupe acetyle present environ 
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20 %) etant consuls par au moins 80 % en masse de chaines de masses moleou.aires comprises entre 
oonn 7700 Da et ayant un degre de sulfatation cie 1 .8 a 

^ es hLarcsan^ N O-sulfates. N desacetyles a environ 80 % (taux du groupe acetyle present environ 
- Les neparcsan^ r^u bu chain-s de masses moleculaires comprises entre 

20 %) etant constitues par au moms 70 /o en masse ae cnain-buc 

eot, ESSES S £ .'bra... de Ph.ines * masses ^ compr.s.s enbe 

4000 Da et 1 0300 Da et ayant un degre de sulfatation de 2.0 a 2.8. . e 

4000 ua enujuu w / n * , fates on en tend tous les sels pharmaceutiquement acceptables. 

rine (Brevet US 4.1 68.377). N 0 sulfat es de-lit ci-dessus ainsi que les methodes de purifi- 

ba^e^ 

Ed.- France) ^ l ^^^g ^ p,^gnt^iv«nUon possedent des proprie.es phainracologiques 

No.amn.em. comcir.mea. aux '^^.^S,", 1 .«,„,,,, pa, rappor, 
q„i onr en. aoti»i.b .ndang.og.mque er anBumerale a»ac m p0S s6denr on. bonne 

P,„s P^ l ^; i SS^£STpl~ Duppuye"a'oans Thr 0m |»,ls ,'nd Ha.pros.aais. <«<*>. 
itlSST^ iU- U *L Ursen e, a, dep. Thrombosis Ree.arcb. 

<~*J£ r/ce?r~str m ea™r ,p vi.ro ,nhibi,.or do prodoi. boodle aor I. 

bio., vis-b-vi, d'on soba.ra, *^™J^,^^°hT S Z£L .. .1 dab. The Methodology o. 
te d.Pba*p«uif.^ = alop I. ^m .ho d. dbon „.„, „ lesl ae mesu „ 

S^S^^i^yS d. d— — — (OS. ~« a- a*«d b . mg *r 



To""* prodoirs .....a op. roon.rd ooe aorivit. ao.i-l.a HCII d.p.ndanr. n.nem.n, sop.rieur. b d.ll. do 
l ous les proauito « n^npndante et le titre de Yin-Wessler, bien qu'infeneurs a ceux des 

„ derroaab.-solfa.a- LaCvd. an.i-lla AT II dependant.., * ™ , jprr eat d'.n.iron 2 a ebvl- 

bepario.s, sa son, mon.r.s ^"^'^^^ZT^Sx de bell. d. .'heparin.. 
„n 20 .bis aopenpo. , * * ^ on. spbdi.ici.b d'.ction a. on. actlvl.. anto 

JSlSl Lb ma.a. molbcolade d. pes prodpits l.or donna par ellleora 

cm plusieurs vehicules pharmaceutiques appropnes. r „ itomon , «, titre nreventif ou curatif, 

- * MS pTJ^^^^CTpS^ d. sen, do gadent. d. ,a 
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L invention est illustree par les exemples ci-apres. 
N- AC ETYLH EP AROS AN ES 
10 EXEMPLE 1 

Preparation d'un N-acetylheparosane maioritairemant de faib.e mass. ™.ecu.aire (Precede I) 
« l>!nTpa d r:s:n S e ° UChe baCt6ri9nne Esch " ichia c °" < K5 > * «« -tenant du N- 

^SSS^^S^ Bt ^ COmP ° S,ti0n Pr§CiS6e danS ' e teb,eaiJ 1 ci " a ^- avec .a souche 

un refroidit alors le bouillon de culture a 25°C puis on le filtr* * tr 9 w« K .™ ~ u 
Mm. On obtient ainsi environ 12 I de fi.trat contenantTN^^pariane * ^ °* 
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TABLEAU I 

Composition et preparation du milieu A et du milieu B 



MILIEU A 



Le milieu A est prepare par la reunion des trois solutions steriles ci-dessous • 
Solution N'1 

dans 700 ml d'eau ultra-purifiee dissoudre dans I'ordre • 

p° m nTV ' N,rTris -^ drox y m6 thyl) methyl] glycine (Tricine commercialise 

CaC, * 2H 2° 6,7 mg 

M ^2,6H 2 0 1270 

K 2 S °4 500 mg 

KCI cnnn 

Hydrolysat de caserne (source principale d'acides amines) HY CASE SF 

(commercialise par Sheffield®) 25000 mg 

Extrait de levure (commercialise par Difco®) 18000 mg 

Solution d'oligo-elements (cf tableau II ci-apres) 1 ml 

12 
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Agent antimousse Struktol J673 (commercialise par Schill et Seilache®) : quelq.es gouttes a la pipette Pas- 

Jjuster le P H a 7,4 avec une solution de KOH (d = 1.38) et completer a 850 ml avec de I'eau ultra-purree. 
Autoclaver le milieu 45 min a 120°C. 

Solution N g 2 

Dans environ 40 ml d'eau u.tra-purif.ee. dissoudre 5 g de K 2 HPO< puis ajuster a 50 ml avec le meme solvant. 
Filtrer la solution obtenue a travers un filtre de porosite 0,2 urn. 

Solution N°3 

Dissoudre 20,7 g de glucose dans une quantite adequate d'eau u.tra-purif.ee et ajuster .e volume a 100 
ml avec le meme solvant. Autoclaver a 1 10°C pendant 30 minutes. 

MILIEU B 

La oreoaration du milieu B est identique a celle du milieu A, a la difference pres. qu'il convient d'ajouter 
en p'usTo'g de tempo" P H = 7.2 : (acide 3-morpho.inopropanesu.fonique) apres I'add.t.on de I agent ant,- 
20 mousse. 

TABLEAU II 

Preparation de la solution d'oligo-elements utilisee dans la 
preparation du milieu A et du milieu B 

30 dans 800 ml d'eau ultra-purifiee dissoudre (dans I'ordre) : 

H3BO3 500 mS 

Na 2 Mo0 4 ,2H 2 0 1930 m 9 

CoC. 2 ,6H 2 0 11850 m9 

CuS0 4 .5H 2 0 25 m9 

2nS0 4 ,7H 2 0 -• 2000 m 9 

AICI 3 .6H 2 0 • 2410 mg 

Ajouter 100 ml d'acide ch.orhydrique de densite 1.19 et completer a 1000 ml avec de I'eau ultra-purifiee. 
45 2) leo.ement et purification d'un N-acety.heparosane majorltairement de falb.e masse mo.ecu.aire: 

Etape a - Precipitation ethanolique : 

dans environ 1 I d'eau ultra-purifiee. 



55 



Etape b - Dialyse : 

On dialyse pendant 24 h la solution obtenue a r etape precedente placee dans un boudin NOJAX 40 portent 
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sentes dans le milieu de culture, Ms que seis, sucres, acides amines, oligonucleotides et oligopeptides. 
Eta P e c - Precipitation, deshydratation et sechage : 

On ajoute a 1 volume de la solution dialysee, 0,5 M de NaCI et 4 volumes d'ethanol On laisse se former 
le preapite pendant 5 mn a temperature ambiante. On centrifuge a 5000 g pendant 2 mn On rep end tes 
de centrrfugation dans I'ethanol, on agite la suspension obtenue et on la laisse reto^r „7„Zn ih ! 

dant 24 h CU '° tS ^ centrifu 9 a « on ° bi *™ dans une etuve sous vide a 40°C pen^ 

Etape d - Broyage en poudre : 

Les culots de centrifugation sees sont broyes a I'aide d'un mortier dans des conditions anhydres. 
Etape_e - Chromatographie d'echange d'anions : 

20 nSl 27? CU '° te < de Centrifu 9 ation br °y es - dan « «n tampon appele tampon D, de composition Tris-HCI 
d Si 5 ; 3 ra ' SOn de 100 m ' /9 - La SO,ution obtenue est chromatographic su une ca£^fc!«S 
d aroons forts comportant une matrice d'agarose reticulee avec des groupes ammonium quaternaires fle »Q 

T^Z ToZlTT 30 ^ Pr6a ' ablement *•« avec.e 9 tampon D. a ra^ de 50 m, Tge. po^ 

Etapef - Precipitation, deshydratation, sechage et broyage : 

Le N-acetylheparosane obtenu a Tissue de I'etape f, est appele lot A 

LeN| U "!^^^ d e etf 

Le N-acetylheparosane ainsi obtenu est appele lot B. 

3) Cauterisation du N-acety.heparosane obtenu a Tissue des differentes etapes de purification : 
Spectre de resonance magnetique nudeaire (RMN) 

wji^^X^^ ie" S ° nt C ° mPar " * C6UX * — - 

L'etude des spectres obtenus avec le N-acetylheparosane du lot A et du lot B, confirme I'identite chimioue 
du produ. au N-acetylheparosane decrit par W.F. Venn. II s'agit de chaTnes de polynTreTc^nstLles deZc 
tures repetees de P-D-glucuronyl-1 .4-a-N-acetyl-D-g| ucosam jny|-<l .4). constrtuees de struc- 

Determination de ja repartition des masses moleculaires par chromatographie d'exclusion 

La repartition des masses moleculaires est determinee par HPLC dexclusion dans les conditions suivan- 

* Colonne constitute de billes de silice de diametre 10 urn et de porosite 250A 
Eluant: solution aqueuse de sulfate de sodium 0 5 M 

* Debit : 1 ml/min 

* Detection UV a X = 205 nm. 

•L'6talonnage est effectue a Paide d'une gamme d'oligosaccharides derives de I'heparine de masses 

Compte tenu de cette gamme d'etaions, seules les masses moleculaires entre 934 Da et 56703 Da sont 
pnses en compte. On admet que la densite optique detectee est proportionnelle a la VuantiS o7n ace^e 
parosane. Tou tefo.s, la precision de la methode diminue de maniere exponentielle J^££Z2£Z 
moleculaires et notamment superieures a 20000 Da. nautes masses 
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Le orofil d'elution cie la chromatographie dexciusion du lot A est represent sur la figure 1 . On constate a 
I'examen d- la figure 1. que la distribution est polydispersee et qu elle comporte un pic majorita.re a environ 
4700 Da. Une fraction ponderale au moins egale a 70 % du lot A possede une masse compr.se entre 1700 et 

800 Un chromatogramme tres semblable est obtenu lors de I'analyse du lot B. Le pic majoritaire de la distribu- 
tion est a environ 5000 Da. Une fraction ponderale au moins egale a 70 % du lot B, possede une masse mole- 
culaire comprise entre 1500 et 8000 Da. 

Qni»i Hp ^repartition des masses moleculaires par electrophorese sur gelde polyacryla mide 

On a soumis ces echantillons a analyser ainsi qu'un marqueur de fin de migration comprenant du bleu de 
bromophenol, a une electrophorese en tampon Tris-borate dans un gel de polyacrylam.de a 15 % obtenu , par 
polymerisation d'un melange 29/1 d'acrylamide etde N,N'-methyiene-bis-acry am.de La m.grat.on est effec- 
iee sous 40 mA pendant environ 4 h sur un gel de 1 8 cm de longueur jusqu'a la some du marqueur de fin de 
migration. Le gel est alors colore au bleu alcian, puis a I'argent, selon la technique de S. Pelkonen et al (J. 
Bact (1983) 170. 6, 2646) specifique aux polysaccharides ac.des. 

Cette analyse oar electrophorese a ete effectuee sur le produit partiellement purifie obtenu a I issue . de 
I'etape a etle produit purifie, lot A ou lot B, issu de I'etape finale, dans le butdeverifierrabser.ee de moa.fication 
importante de la repartition des masses moleculaires du N-acetvlheparosane au cours de la >JAatt«L 
20 L'observation des profits obtenus pour le produit partiellement purif.e obtenu a I .ssue de I etape a et le pro- 

duit purifie a I'etape finale (lot A ou lot B), ne met pas en evidence de differences importantes (presence de 
bandes d'intensite comparable aux memes distances de migration). II n'y a done pas de mod,ficat,on .mportante 
de la repartition des masses moleculaires du N-acetylheparosane au cours de sa purrfication. 

25 Dosage des acides 'jroniques 

La ouantite dacide uronique par unite de masse du produit purifie (lot A ou lot B). obtenu a I'issue de I'tape 
finale, a ete determinee par colorimetrie selon la methode decrite par T. Bitter, (Analyhcal B.ochem.stry, (1 962). 
4 330-334). Cette methode de dosage est basee sur la reaction des glycosaminoglycanes avec le carbazole 
so en milieu acide a chaud, qui provoque une coloration en rose proportionnelle a la quant.te d ac.de uron.que 

" ber pourle lot A, le produit partiellement purif.e obtenu a I'issue de I'etape d etle produit purifie obtenu a I'issue 
de I'etape finale f ontrespectivement un taux d'acide uronique de 1,3 et 2,1 ,xmol/mg 

Pour le lot B le produit purifie S Tissue de I'etape finale a egalement un taux d ac.de uronique de 2,1 
35 u.mol/mg. 

Spectrophotometrie dans le domaine ultra-violet et visible 

Le produit purif.e (lot A), est dissous dans de I'eau ultra-purrf.ee et la solution obtenue (C = 1 mg/ml) est 
placee dans une cuve de 1 cm de trajet optique. Son spectre d'absorption est enregistre entre 200«t600nm 
Le spectre obtenu permet d'affirmer, en particulier sur la base de I'absorpbon a 256 nm, que le lot A cont.ent 
moins de 1 % d'ADN. 



40 



Dosage des proteines totales 

45 Le kit "protein assay" commercialise par BIORAD est utilise pour doser les proteines totales. La ^thode 

de dosage est basee sur le fait que la longueur d'onde du maximum d'absorbance d'une solution ac.de de bleu 
brillant de Coomassie g-250 passe de 465 nm a 595 nm, lorsque des proteines v.ennent s y f.xer (Re.sner et 
al., Anal Biochem, (1975), 64, 509). 

50 Le taux de proteines totales du lot A est inferieur a 1 ,5 %. 

Dosage des groupes amino fibres (NH 2 ) 

Ce dosage a ete effectue selon la methode decrite par Zensaku Yosizawa et al., dans Biochemica et Bio- 
55 phys.ca ' ^.(^). x 1 d 4 e 1 N 3 H 5 2 8 (e 3 xp 5 rjm6 en ^ mol/mg) est un indlC ateur des quantites d'unites p-D-glucuronyml- 
1,4-a-N-acetyl-D-glucosaminyl-(1 ,4) desacetylees et des contaminants qui contiennent un groupement am.no 
libre. 
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~t i^f J° l A 8t ? -°l B T Ch ! CU " t3UX dS NHz °- 05 umol/m9 - Le rap P° rt MH 2 /acide glucuronique = 0,05/2 1 

moinfd" T 5 " 2 f- V V l d ° nC (e " m0,) P ° Ur 100 UniteS P-D-glucuronyM,4-a-N.acety,-g.ucosamin y .-(1,4) 
moms de 2,5 unites disaccharidiques de ce type desacetylees. 



EXEMPLE 2 



Preparation d'un N-acetylheparosane ma j oritairement de faible masse molecuaire (Procede in 
ac?ty!n6pa d roiane 0,IChe bact6rienne Escherichia coli (K5) et separation d'un filtrat contenant du N- 

La culture de la souche Escherichia coli SEBR 3282 et la separation d'un filtrat contenant du N-acetvlhe- 
parosane ont ete realisees selon la methode decrite dans I'Exemple 1 . untenant ou N acetylhe- 

2) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement de faible masse moleculaire 

Etape a - Dialyse 

r,J 75 T d !, filtrat S ° nt S ° UmiS 3 UOe dia,yse selon le procede decrit dans I'Exemple 1 , [2) Isolement et puri- 
fication d un N-acetylheparosane majoritairement de faible masse moleculaire. Etape b] Apres dialyse on 
obtient environ 1020 ml de solution purifiee. uiaiyse on 

Etape b - Purification en milieu acide 

, . _°" ai ° Ute 3 la SO,Ution dia| y sae une " uantit e adequate d'une solution d'HCI 5 N pour obtenir un pH egal 
a 3,5. On ei.mme par centrifugation le precipite forme, puis on acidifie la solution avec le mime acide (HCI 5N) 
pour obtenir un pH egal a 1 ,8. Un precipite peut se former, qui sera elimine par centrifugation. On neutraHse 
ensuite la solution a I'aide d'une solution de NaOH 5 N. neutralise 

Etapec - Precipitation, deshydratation et sechage 

n^M^M SOlUti ° n neUtra,is6e une " uantite ad ^ u «e de chlorure de sodium pour avoir une solution 
de 0 5 M en NaCI, pu.s on ajoute 4 volumes d'ethanol. On laisse se former le precipite pendant 5 mn a tem- 
perature amb.ante. On centrifuge a 5000 g pendant 20 mn. On reprend ies cu.ots de cenWugation dans V«Z 
m " « ' a SUSpens,0n oblenue - et °" la "tos. reposer pendant 1 h a temperature ambiante. On repete 
tes operations de centrrfugation et de mise en suspension. On centrifuge a nouveau a 5000 g pendant 20 mn 
On seche Ies culots de centrifugation obtenus dans une etuve sous vide a 40«C pendant 24 h. 

Etape d - Hydrolyse alcaline et dialyse 

de NaOHO^S precadente sechage est mis en solution a 2.5 % (p/v) dans une solution 

SliES H-Mof J m t Ut '° n a ' nS ' ° btenUe 2 heures 3 50 ° C " ° n neutralise e " s "te a I'aide d'une 

deer H^. S 6 T f oT*! enSU,te '* ,e po| y sa <*naride a une dialyse selon le procede 

ItepTb]. ' St PUrifiCati ° n d ' Un N - acety,he P arosane majoritairement de faible masse 

Apres dialyse, on obtient environ 900 ml de solution. 

Etape e - Chromatographic d'echange d'anions 

i=,k JL 13 S ° IUti0n dia ' yS6e °" aj ° Ute dSS <> uantites adequates de piperazine, d'EDTA et de triton X-100 (Pro- 
labo®) pour avoir respectivement des concentrations de 25 mM en piperazine. 2 mM en EDTA et 0,2 % (v/v) 
en tnton X-1 00. Le pH est ensuite ajuste a 3.5 a I'aide d'une solution d'HCI 5 N. On depose cette solution su 
une colonne Q-Sepharose Fast Flow de 400 ml. equilibree dans un tampon piperazine contenant mM de 
piperazine. 2 mM d'EDTA et 0.2 mM de tnton X-100 (pH = 3,5). On .ave parte tempon pipeSe on eluTavec 
une solubon de NaCI 0,5 M, puis on precipite par 4 volumes d'ethanol. On seche sous vL a 40°C On obtient 
ainsi environ 9,85 g de N-acetylheparosane. omient 
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Etape f - Cnromatographie d'exclusion 

4 g du produi: obtenu au stade precedent sont mis en soiution dans 60 ml d'une solution tampon de compo- 
sition tris-HCI 20 mM pH 7,5 et NaCI 1 M, puis passes sur une coionne. de 200 ml d'octyl Sapharose® prea- 
5 lablement equiiibree avec le meme tampon. A ia fraction non retenue. on ajoute 4 volumes d'ethanol. On lave 
le precipite forme et on le seche a 40°C sous vide. 
On obtient ainsi 3.90 g de N-acetylheparosane. 

3) Caracterisation du N-acetylheparosane obtenu a ('issue des differentes etapes de purification 

10 

Spectre de resonance magnetique nucleaire RMN 

L'etude des spectres RMN du proton et du carbone «C obtenus avec oat N-a^tylheparosane, ^confirme 
IMdentite chimique du produit au N-acetyl-heparosane decrit par W.F. Vann (Eur. J. B.ochem. (1981) 116, 59- 
15 364). 

Determination de la repartition des masses moleculaires par chromatographie d'exclusion 

La reoartition des masses moleculaires est determinee par HPLC d'exclusion salon la methode utiUsee 
20 pour la determination de la repartition des masses moleculaires de N-acetylheparos a "«» £^ ^ 

pie 1. Une fraction ponderale au moins egale a 86 % des chaines qui constituent le lot .ssu de I Exemple 2 
possede une masse moleculaire comprise entre 1500 et 15000 Da. 



Dosage des acides uroniques 

Le N-acetylheparosane issu de I'etape e, a un taux d'acide uronique de 1,94 umole/mg. 
Spectrophotometrie dans le domaine de rultra-viotet et visible 

Le spectre obtenu permet d'affirmer que le N-acetylheparosane obtenu contient moins de 1 % d'ADN. 
Dosage des proteines totales 

Le taux de proteines totales de ce lot de N-acetylheparosane est inferieur a 1 %. 
Dosage des groupes amino libres (NH2) 

Le taux de NH 2 est inferieur a 0,1 ^mole/mg 
40 EXEMPLE 3 

Proration d^un N-acetylheparosane majoritairement de faib»e masse moleculaire (Procede III) 
1) Culture de la souche Escherichia coli (K5) 
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La culture de la souche Eschenc^c^ realisee selon la methode decrite dans I'Exemple 

1. On obtient environ 12 I de culture contenant du N-acetylheparosane. 

2) Purification preliminaire 

Etape a - Centrifugation 

A la fin de la culture, on centrifuge la suspension obtenue (12 I) a 8000 tfmin (soit entre 11000 et 14000 
g) pendant 20 min. 

Etape b - Mise en contact avec une solution alcaline 

Apres la centrifugation, le culot est eliminS et le sumageant est mis en contact avec une solution de NaOH 
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0,1 N pendant environ 1 heure. 
Etape c - Prefiltration 

propyfene Uti0n 0btSnUe * ?r *°* 6ente est soumise * une Prefiltration sur filtre 3M® serie 300 en poiy- 

Etape d - Concentration sur membrane de seuil de coupure determine. 

Le filtrat obtenu a I'etape c est concentre sur cartouche a fibres creuses Amicon®, seuil de coupure 1 0000 
Da ou equ.valent. On obtient ainsi une solution enrichie en N-acetylheparosane de faible masse molTculaire 

Etape e - Dialyse 

nt .r£l 13 SOlUti0n 6nriChie e " N - ac etylheparosane de faible masse moleculaire contre de I'eau ultra- 

punfiee toujours sur systeme Amicon®, a un facteur de dilution tres eleve (> 1 0000). 

3) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement de faible masse moleculaire: 

On orocede comme I est indique dans I'Exemple 1 [2) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane 
majonta.rement de faible masse moleculaire, Etape c - Etape f] et on obtient un N^Mp^E^^ 

ZT™ * Ce " eS dU ' 0t A> ° U ° 0mme 1 6St indiqu6 danS rExem P ,e 2 I 2) Isolement efpurS 
cahon d un N-acetylheparosane majoritairement de faible masse moleculaire, Etape a - Etape f]. 

25 HEPAROSANES-N,Q-SULFATES 

EXEMPLE 4 

30 !!l 0 ^rmp | , e S i Chimiqt,eS ^ N ' ac6tY ' h6par0sane '"aio ritairement de faible masse moleculaire issu 
1) Modifications chimiques du lot B 

Etape a - Desacetylation partielle : 

35 

On dissout 500 mg du lot B dans 10 ml de solution de NaOH 1N. On porta la solution a 50»C et on laisse 

?N 9 L^T PSr f ?" dant 8 " S ° US a9itati0n - ° n nSUtraliSe alors la solution avec «ne solution d'HCI 
2N, on la dialyse contre de I'eau ultra-purifiee puis on la lyophilise. 

40 Etape b - Formation du sei de tetrabutylammonium: 

col0 nn,! y H 0 ih Sat P ^, Cedent ast re P fis dans 20 ml d ' ea " ultra-purifiee. La solution obtenue est envoyee sur une 
colonne d echange d ions a base de polystyrenereticule par le divinylbenzene (Dowex 50 W 8 de Dow Chemi- 

2 a o«2 T C ° n ?«°T? 6n miMeU aCide ' de fa? °" a ^9 a -rer.a forme acide du produit La solufen 
est alors melangee avec 0,4 ml d'une solution a 40 % de tetrabutylammonium. On lyophilise. 

Etape c - N.O-sulfatation partielle : 

„ H^^'T^f 21 "? ^ SSl ° btenU 3 '' etape P recedente dans 35 ml de dimethylformamide et on ajoute 3.71 
g de complexe tnoxyde de soufre-pyridine (commercialise par Aldrich® sous la ref S755-6) On laisse rtaoir 

SiSSff: ^"Tt 6 J * temperature ambiante - A u " vol ^ a * milieu reactionnel on ajoute du chiorure 
H XnTo , QU 3 ° bt f ent,0n f S0 ' UtiOn de 0.33 M en chiorure de sodium, puis 2 volumes 

d ethanol On la,sse se former le precipite. On centrifuge et on elimine le surnageant Le culot de centrifugation 
est repns dans une solution de Nad 0,5 M. qu'on neutra.ise. On ajoute ensuite 2 volumes d'ethanol. SnSS 
se former le prec.pite on centrifuge et on reprend le culot de centrifugation avec de I'eau ultra-purifiee On dia- 
lyse contre de I'eau ultra-purifiee et on lyophilise. pu""ee. un oia 
On repete I'ensemble des operations decrites dans le paragraphe ci-dessus 
Le lyophilisat obtenu presente les caracteristiques suivantes : 
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* taux d'acide uronique: 1.11 umol/mg 

* taux de NH 2 libre: 0.01 umol/mg 

* taux de sulfatation : 2.64 par unite disaccharidique 

L es taux d'acide uronique et de NH 2 sont mesures comme deem dans I =xempie 1 
Le tau de sulfatation. ega.ement appe.e rapport sulfate/oarboxyie, est .e nombre moyen de groupes^ ^fate 
par groupe carboxyle ; il est mesure par la methode conductimetrique de dosage du groupe sulfate et du groupe 
carboxyle decrite par B. Casu et al., dans Carbohydrate Research, (1975), 39, 1o8-176. 

2) Modifications chimiques du lot A 

Le lot A est divise en trois fractions aliquotes, appelees lot A1, lot A2 et lot A3. 
Etape a - Desacetylation partielle et gel filtration : 

Les lots A1 . A2 et A3 ont ete traites comme decrit a I'etape a. pour le lot B ci-dessus. a la diff^ence pr6s 
que seui le lot A1 est dialyse et Ivophilise. Les lots A1 . A2 et A3 sont ensuite rractionnes par gel f.ltrat on (ega- 
iment applll chromatographie de permeation gel ou chromatographie d'exclusion). dans les cond.fons su,- 

Supoort de bil.es de diametres 25-75 urn a base d'allyldextrane reticule au N.N'-methy.ene-bis-acrylamide 
(Sephacryl S 300 HR commercialise par Pharmacia®). Eluant utilise : solution de NaCI 0.5 M. 

On realise les melanges des fractions correspondant a un Kav de 0,46 a 1 pour rheparosane ,ssu du lot 
A1 de 0 43 L i pouleparosane issu du lot A2 et de 0,43 a 0,64 pour rheparosane issu du lot A3. Ces fract.ons 

"^SvTstu 3 ; 'iSS^SSZS utSfen chromatographie .exclusion, et permet de reproduce 
le fractionnement par chromatographie d'exclusion. II est defini par la formule : 

Ve- Vt 
KaV= Vo^Vt" 

dans laquelle 

Ve = volume d'elution de la fraction consideree 
30 Vo = volume d'exclusion 

Vt = L V a 0, Z e ^n des' masses mo.eculaires de rheparosane issu du lot A1 immediatement apres desacetyla- 
tion panSle ainsi que des heparosanes gel filtres issus des lots A1 , A2 et A3, est defences par chromato- 
aranhie d'exclusion selon la technique decrite dans I'Exemple 1 . ^ 

35 9 Tes pSJ dilution obtenus avant et apres gel filtration pour rheparosane issu du lot A1 sont represent 
respeclement sur les figures 2 et 3. Certains resultats deduits des profils dilution sont rassembles dans e 
teblea lit a apres dans lequel PMo represente la masse moleculaire telle qu'une fract.on ponderale de 1 % 
duTrodui! ait une masse moleculaire superieure a PMo, PM, represente le masse molecule - ^ 
tion ponderale de 1 0 % du produit ait une masse moleculaire supeneure a PM, PM 3 la 

to qu'une fraction ponderale de 10 % du produit ait une masse molecula.re .nfeneure a PM 3 , PM 2 represente la 
masse moleculaire correspondant au maximum d'absorption. 
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TA3LEAU III 

R eP art 't'on des masses moleculaires de I'heparosane, 
issu du lot A1 (non gel filtre) et des heparosanes 
gel f litres issus des lots A1, A2 et A3 

10 





PMo 


| M»1 


PM 2 


PM 3 


Heparosane non gel filtre issu du lot A1 


41400 


9600 


4400 


1400 


Heparosane gel filtre issu du lot A1 


10700 


6900 


4400 


1600 


Heparosane gel filtre issu du lot A2 


12700 


7000 


4500 


1500 


Heparosane gel filtre issu du lot A3 


10300 


6900 


4500 


1500 



30 



„ rt. °" COf,State en c «*"Paran' '« figures 2 et 3, que la gel filtration permet d'eliminer la fraction minoritaire 
25 de haute masse moleculaire de I'heparosane. 

Ce resultat apparait clairement dans le tableau III ou Con constate une forte diminution de PMo a la suite 
de loperat.on de gel filtration. L'heparosane de chacun des lots contient au moins 90 % en masse de chames 
de masses moleculaires inferieures a 7000 Da. 

Les heparosanes gel nitres issus des lots A1 et A2 sont ensuite traites comme decrit dans I'Exemple 1 [ 2) 
Isolement et punficahon d'un N-acetylheparosane majoritairement de faible masse moleculaire, Etape c] 
L heparosane gel filtre issu du lot A3 n'est pas precipite mais est dialyse centre de I'eau ultra-purifiee 
Les taux d ac.de uronique et des groupes amino fibres sont mesures comme decrit dans I'Exemple 1 ' 
Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau IV ci-apres. Le taux d'acetyle residue! a ete evalue 
en considerant qu il y a autant de groupes glucuronyle que de groupes glucosaminyle 

I. ten! T* X T d6sac6ty,ation a ^ calcul « Mm ™ etant egal au rapport du taux de groupes amino libres sur 
le taux d acide uronique. 

Spectre de resonance inagnetique nucleaire 
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40 



45 



j , 0 L 'to d ! dU SP6 ? e de 7 sonance ^gnetique nucleaire du proton obtenu par I'heparosane gel filtre issu 
au lot A3, a permis de conclure que le produit possede la structure attendue 

Le taux de desacetylation calcule par integration a ete trouve egal a 44 %. Cette valeur est voisine de celle 
calculee en util.sant le rapport du taux de groupes amino libres sur le taux d'acide uronique (41 %). 
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TABLEAU IV 
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Caracteristiques des heparosanes gel filtres 
issus des lots A1 , A2 et A3 





Taux d'acide 
uronique dose 

(jimol/mg) 


Taux de j 
(jimol/mg) 


Taux d'acetyle 
residual calcule 
(pmol/mg) 


Taux d© 
desacetylation 


Heparosane gel filtre 
issu du lot A1 


2,3 


1,10 


1,20 


48% 


Heparosane gel filtre 
issu du lot A2 


2,4 


1,00 


1,40 


42% 


Heparosane gel filtre 
issu du lot A3 


2,6 


1,05 


1,55 


41 % 



25 

Etape b - N.O-sulfatation partielle : 

On traite les heparosanes gel filtres issus des lots A1 , A2 et A3 desacetyles de la facon decrite precedem- 
rnen^pour L lot B(E P ta P e c N.O-su.fatation partielle), a la difference pres pue .'on ne repete pas les operates 

Hialv/«5P contre de I'eau ultra-purifiee et laisse en solution. 

Les irTctensiues des produits N.O-sulfates sont rassemblees dans le tableau V capres : 
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TABLEAU V 
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Caracteristiques des heparosanes-N.O-sulfates issus des lots A1, A2 et A3 
a I'issue de la reaction de N.O-sulfatation partielle 





Taux de NH 2 
(/jmol/mg) 


Taux de sulfatation 
(rapport sulfate/carboxyle) 


H6parosane-N,0-sulfate issu 
dulotAI 


0,10 


1,9 


Heparosane-N,0-sulfate issu 
du lot A2 


0,10 


1,9 


Heparosane-N,0-sulfate issu 
du lot A3 


0,10 


1,8 

. -J 
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a r ? n ? m T Ue ^J*^ ,a r ^ Cti0n de N ' 0 - sul ^ation le taux de NH 2 residue! (0,10 nmol/mg) est superieur 
a celu, des N-acetylheparosanes purifies (0,05 umol/mg). La sulfatation n'est done pas £^J1!^ 

Etape c - N-sulfatation totale 

On melange dans un volume de 20 ml d'eau ultra-purifiee par gramme de produit N O-sulfate enaaae 1 
part, ponderale de produit N.O-sulfate. 1 partie ponderaie de bicarbonate de sodium 1 'part IdSd 
complexe tnoxyde de soufre-trimethylamine et on laisse reagir a 55«C sous aqitat on oendan ?S h On J. 

r^!rfr nei (facteur de diiution io) - puis ° n * zz^e^jszt* 

tfi h d „T Ch ' 0rUre ^ S ° diUm °' 5 M - EnSuite SOnt r * alis * es une Precipitation par ajout d e 2 volumeJ 

d ethanol, une centrrfugabon suivie d'une reprise des culots de centrifugation par une solutio de Naa uTS 
pu s une seconde prestation par ajout de 2 volumes d'ethanol. Apres reprise dans de "eau ulta pu mfe ei 
d,alyse centre de Teau ultra-purifiee, les produits sent lyophilises et seches a 40°C sous vide 

Spectre de resonance magnetique nucleaire 

r a irn^l d n dU t SPe f ! RMN ^ ''^P^^^e-N.O-su.fate issu du lot A3 montre que pour ce compose 
I alcool en pos.t.on 6 du groupe glucosaminyle est entierement sous forme d'ester sulfunque 
t « Car * cteristic,ljes des heparosanes N.O-sulfates obtenus, determines selon les methodes decri- 

tes precedemment sont rassemblees dans le tableau VI ci-apres : 6Cn 
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TABLEAU VI 
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Caracteristiques des produits obtenus a Tissue de la 
N-sulfatation totale pour les lots A1, A2 et A3 



I 

j Taux d'acido 

uronique 
! (jJrnol/mg) 


Taux de NH 2 
(pmol/mg) 


Taux de 
desacetyiation 


Taux de sulfatation 
(rapport sulfate 
/carboxyle) 


i 

Heparosane-N,0-suifate ; 1 ,20 
issu du lot Al 


0,02 


48% 


2,2 


i 

Heparosane-N, O-sulfate j 1 ,30 
issu du lot A2 

r 
I 


0,02 


42% 


2,2 


Heparosane-r^O-sulfate 
issu du lot A3 


1,35 


0,02 


41 % 


2,1 
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On constate que le taux de NH 2 residue! (0,02 nmol/mg) est faible et inferieur a celui du N-acetvlheparosane 
CS fr t T Um9 P T ' e ' 0t A 6t ' e ' 0t B) ainsi qu ' a ce,ui de '■^parosane-N.O-su fate obte m a I W 3e 
N-su^itn Part,e " e d3nS ' e t3b,eaU V) - C6Ci d6m ° ntre 16 caractere to *« ^ .a reaclion de'a 

quedec^T^ 

Le profil dilution obtenu pour le produit issu du lot A1 est represents sur la figure 4. Des profils dilution 
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PM„ PM 2 et PM 3 est identique a celie indiquee pour le tableau III. 



TARLEAU Vtl 
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15 



20 



Repartition des masses moleculaires des produits obtenus 
a Tissue de la N-sultatation totaie pour 
leslotsAI, A2etA3. 
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fheparosane-N.O-s.lfate de chacun des lots contient au moins 90 % en masse de chatnes de masses 
m °' EE? XT. ll^ntiennent SO % de chatnes de masses mCecu.aires comprises respecti- 
vement entre 2600 Da et 9000 Da. 3400 et 10000 Da et 1800 et 7600 Da. 

EXEMPLE 5 

amotions chimigu g s du N-acetv.heparosane .najoritairement de gg|ggg y iSS " 
de I'Exemple 2. Proration des hept anes- N.O-sulfates. denves N-desacetyles a 80 /. 

" m aj orSre de la distribution est a environ 4900 Da. Ce lot de N-acetylheparosane est appe.e lot C. 

Etape a - Desacetylation partielle 

On dissout 2 5 g du lot C dans 50 ml d'une solution de NaOH 2 N. On porte la solution a 50-C ^ on laisse 
J iSiplL pendant 8 h sous agitation. On ajuste le P H a 8 a .'aide d'une solut.on de HCI 2 N. 
on la dialyse contre de i'eau ultra-purifiee, puis on la lyophihse. 

On obtient ainsi 1,96 g de produit. 
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Taux de N-desacetylatton 



ino libres (NH 2 ) indique que le N-acetylheparosane a ete N-desacetyle a 80 %. 



Le dosage des groupes amino I 
Etape b - N-sulfatation 

Le lyophilisat precedent est repris dans 70 ml d'eau et on ajoute 2.5 g de Na 2 C0 3 et de 2,5 g de complexe 
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dans une solution da NaCI 0,5 M. On precipite par 4 volumes Methanol. On centrifuge. 

On obtient environ 2 g de produit. 
Etape_c - Formation du sel de tetrabutyiammonium 

d J; dans SmoteTr ^''Sr'^f S6 ' de utylammonium selon le precede 

aecrir aans I txemple 4 [ 1) Modifications chimiques du lot B Etape bl 

On obtient 2,7 g de sel. ' 
Etape d - O-sulfatation 

c . m nLfl 0Ui ^ 9 ^ 0t>tem * ''^ P r< ^ den te *»ns 196 ml de formamide et on ajoute 1 1 27 q de 
Sllnf,? s ° uf :fPy ridine - °n laisse reagir sous agitation pendant 6 heures a 30° On ajoute 1 
volume d une solution de NaCI 2 M pour 5 volumes de solution reactionnel.e et on ajuste le pH* 7 f SI 

Etape e - Gel filtration 

ESS 52225 2==^i^=2assasss 

On obtient 1,8 g de produit 

L*heparosane-N,0-suffate ainsi obtenu est appele lot C1 

cAd^T T aCt6riS ^ UeS de cet heparosane.N,0-sulfat e , determines selon les methodes decrites pre- 
cedemment sont rassemblees dans le tableau VIM ci-apres. aecntes pre- 
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TABLEAU VIII 
Caracteristiques du produit correspondant au lot C1 
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Taux de NH 2 










Taux d'acide 


Taux de 


Taux de sulfatation 






uronique 


(^mol/mg) 


desacetyiation 


(rapport sulfate 


50 




(umol/mg) 






/carboxyle) 


Lot C1 


1,6 


0,013 


80 % 


1.9 



La repartition du poids moleculaire du produit a ete evaluee par la technique decrite dans I'Exemnle 1 Car 
tains resultats deduits du profit dilution sont rassembles dans le tableau IX aeCmedanS ' 1 - Cer " 
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TABLEAU IX 



Repartition des masses moleculaires du produit 
correspondant au lot CI 





PMo 


PM-| | PM 2 

i 


PM 3 


Lot C1 j 9600 


7200 


5621 


2357 



La definition de PMo, PM,. PM 2 et PM 3 est identique a celle indiquee dans le tableau , III 
L-heparosane-N,0-sulfate du lot C1 contient 95 % en masse de cha.nes compnses entre 1500 et 15000 

Da. 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (RMN) 

Des spectres RMN du proton et du carbone '»C sont obtenus avec I'heparosane-N.O-sulfate du lot C1 
^^i;:^^C^n^u carbone confirme ,a structure attendue du produit I, s'agit 

b ^Z^Z^^'**s P^ons des sucres sur les protons des acety.es du spectre du proton 
condufa proposer un taux de desacetylation de 84 %. Cette valeur est voisine de celle ca.cu.ee en ut.hsant 
le raoDort du taux de groupes amino libres sur le taux d'acide uronique (80 %). 

l! "pel ^N du carbone «C. confirme notamment que la g.ucosamine est N-sulfatee presque tota.e- - 
ment L'acide D-glucuronique n'est pas sulfate en position 2 et 3. 



Etape f - Gel filtration 

A la solution C(M), on ajoute 4 volumes d'ethanol. On laisse se former le precipite, on centrifuge, on reprend 

,e r: ™ °, 5 M et Par ge , **» s e , 0 n , es 

'^^V^Z des fractions contenant des cbatnes ayant ^^^^T^ 
entre 1300 et 21000 Da [Solution C(B)] et d'autre part, celles deUOOO a 37000 Da [(Solut.on C(C) 

III deux solutions sont traitees comme indique precedemment pour la solution C(A) et on obt.ent apres 
lyophilisation par la solution C(B), le lot C2 et par la solution C(C), le lot C3. 

Le tableau X indique certains resultats deduits des profits dilutions pour les produ.ts du lot C2 et du lot 



C3. 



TABLEAU X 

Repartition des masses moleculaires des produits 
correspondant aux lots C2 et C3 





PMo 


PM-j 


PM 2 


PM 3 


Lot C2 


14600 


9600 


7597 


5950 


Lot C3 


2B656 


17320 


10512 


7975 



25 



EP 0 489 647 A2 



La definition de PMo, PM 1f PM 2 et PM 3 est identique a celle indiquee dans le tableau 111 
m «« Zr° S f ne " N, ?" SUlfat6 corres P° ndant au lot c 2 contient environ 99 % en masse de chames dont la 
rZ Z? ^ T C ° mPriSe 6ntre 1500 6t 15000 Da ' et ' ,h eparosane.N,0.sulfate correspondant au lot C3 

contient environ 73 % en masse, de chames dont la masse moleculaire est comprise entre 1 500 et 1 5000 Da 

EXEMPLE 6 



issu 



Modifications chir mques du N -acetyl hep a rosane majoritairement de faible masse mole culaire i 
10 *ux ^S^^^ ^ ParOSane - N -°- SU,fat6 ^ I 40 *, ayant un 

n.P ? S i TZ° ^ h6 P arosane utili f com ™ ™tiere premiere a ete prepare selon le precede decrit dans i'Exem- 
pie 2. Le taux d acide uronique de ce produit est 1,96 u.moles/mg. Ce lot est appele lot D. 

15 Etape a - Desacetylation partielle 

On dissout 3.7 g du lot D dans 74 ml de NaOH 1 N, et on traite selon le precede decrit dans .'Exemple 5 
pe a). La desacetylation est effectuee sous azote 
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(Etape a). La desacetylation est effectuee sous azote. 
Apres lyophilisation on obtient 2,91 g de produit 

Taux de N-desacetylation 

Le dosage des groupes amino-libres (NH 2 ) du produit obtenu apres lyophilisation indique que le N-acetvl- 
heparosane a ete N-desacetyle a 40 %. «-oiyi 

Etape b - N-sulfatation 



Le produit obtenu au stade precedent a ete traite avec 3,7 g du complexe trioxyde de soufre-trimethylamine 
en presence de 3,7 g de Na 2 C0 3 et selon le precede decrit dans I'Exemple 5 (Etape b) 
30 On obtient ainsi environ 3 g d'un heparosane-N-sulfate. 

Etapej: - Formation du sel de tetrabutylammonium 

35 d6 JrZL fJ ^ , ' h ^ sane ^- su,fat6 obte ™ ™ ^de precedent sont transformes selon la methode 
35 decnte dans I Exemple 5 (Etape c), en sel de tetrabutylammonium. 
On obtient 2,99 g de lyophilisat. 

Etape d - O-sulfatation 



40 



On fait reagir 2,98 g du sel obtenu a I'etape precedente avec 14 g de complexe trioxyde de soufre-trime- 

EJrSStf S" PrOC ' d ' d3nS rEXemPle * (Et3Pe d) ' PUiS ° n Prac * d * « P-Utions et puZa- 
toons decntes dans ce meme Exemple 5 (Etape d). 

On obtient 2,8 g de produit 
45 Etape e - Gel filtration 

JiT^S ° bt T ! ?™ precedente est fractionne par gel filtration en utilisant la methode et le materiel 
decnt dans I Exemple 4, [ 2) Modifications chimiques du lot A. Etape a] 

« m^nnrlth^" I* 8 masS f «" ol ^ulaires des fractionsde rheparosane-N.O-sulfate est determinee parchro- 

S2S,™c M 8 n TH S6 J° n f teChniqUe d6CritB d3nS rExemple 1 - 0n iso,e ,es fr 3 ^ 0 " 8 constitutes des 
heparosanes-N.O-sulfates dont la majorite des chames ont un poids moleculaire compris entre 1500 et 15000 

Ces fractions sont ensuite concentrees, et soumises a une dialyse centre de I'eau ultra-purifiee. On realise 

« Z!I u"r fnt M ta !' 0n S°? de 5 VO ' UmeS d ' 6lhan01 ' 0n ewtrihjge. on dissout le precipite dans une solu- 
55 toon de NaCI 0,5 M et on repete Toperation de la precipitation. 

.^P^"^"^ 3 '" 3 ; 01316 "" est soumisa un deuxiemefractionnementen utilisantle protocole mentionne 
au debut de cette etape. La repartition des masses moleculaires des fractions est determinee par chromato- 
graphy d exclusion selon la methode deja decrite. On recueille les fractions contenant des produits ayant des 

26 



XJID: <EP 0489847A2_I_> 



EP 0 489 647 A2 



masses moleculaires comprises entre 4000 et 8000 Da. 

L°s fractions sont soumises a une dialyse puis les produits sont precipites par addition d ethanol. Le pre- 
cipite est recupere et dissout dans une solution de NaCI 0.5 M. La solution ainsi obtenue est d.alysee contre 
de I'eau ultra-purifiee puis lyophilisee. 

On obtient ainsi environ 1 g d'un heparosane-N.O-sulfate appele lot D1. 

Les caracteristiques et la repartition des masses moleculaires de cet heparosane-N.O-sulfate sont indt- 
quees respectivement dans les tableaux XI et XII. 



TABLEAU XI 

Caracteristiques du produit correspondant au lot D1 





Taux d acide 
uronique 
(pmol/mg) 


Taux do NH 2 
(pmol/mg) 


Taux de 
desacetyiation 


Taux de sulfatation 
(rapport sulfate 
/carboxyle) 


Lot D1 


1,53 


0,01 


40% 


2,50 
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Repartition des masses moleculaires du produit 
correspondant au lot D1 





PMo 


PMl 


PM 2 


PM 3 


Lot D1 


15430 


10305 


5850 


4047 



La definition de PMo, PM„ PM 2 et PM 3 est identique a celle indiquee dans le tableau III. 

L'heparosane-N.O-sulfate du lot D1 contient 80 % en masse de chatnes comprises entre 4047 et 10305 
Da et environ 98.5 % en masse de ces chaTnes ont une masse moieculaire comprise entre 1500 et 14600 Da. 
La figure 5 represente le profil d'elution obtenu pour cet heparosane-N.O-sulfate. 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (RMN) 

Des spectres RMN du proton et du carbone '^C sont obtenus avec fheparosane-N.O-sulfate du lot D1 
(spectres realises sur AMX 500, solvant D 2 0). 

L'etude des spectres RMN du proton et du carbone confirme la structure attendue du produit II s ag.t 
bien d'un heparosane-N.O-sulfate. , 

Le spectre RMN du carbone 13 C confirme notamment qu'aucun groupe amino du mottf glucosamine n est 
sous la forme amino libre (NH 2 ). La glucosamine est entierement sulfate en position C6, par contre, tous les 
groupes hydroxy de I'acide glucuronique ne sont pas sulfates. 
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EXEMPLE 7 

Modificat ions chimiques d'un N-acetylheparosane majoritairement de faible masse molec ulaire issu 
ae su^at^tio e n 2 de P 3f Parat '° n d ' U " h6p arosane - N| °- sulfat6 ; d6riv6 N-desacetyle a 40 %, ayant un taux 

Comme matiere premiere on utilise un lot de N-acetylheparosane prepare selon le procede decrit dans 
I Exemple 2. Ce lot est appele lot E, et a un taux d'acide uronique de 2 Mmoles/mg 

La repartition du poids moleculaire de ce N-acetylheparosane a ete evaluee par la technique decrite dans 
,™ ^ N-acetylheparosane contient environ 75 % en masse de chaTnes comprises entre 1500 et 

15000 Da et la masse moyenne de ces chaTnes est d'environ 10900 Da. La masse moleculaire de I'esoece 
majontaire est de 5135 Da. o K o^ c 

Etape a- Desacetylation partielle 

Le N-acetylheparosane a ete N-desacetyle a 40 % selon le protocole mentionne dans I'Exemple 6 (Etape 
I ^If C6tte N - d s sac6t y ation . °n "Wise 2.5 g de matiere premiere que I'on dissout dans 50 ml de 
1N - A la f,n de la taction, le pH du milieu reactionnel est ajuste a 6 a I'aide d'HCI puis concentre. 

20 Taux de N-desacetylation 

Le dosage des groupes amino libres (Nl-y indique que le N-acetylheparosane a ete N-desacetyle a 40 %. 
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Etape b- Gel-filtration 



On utilise une coionne de Sephacryl S 300 HR (5 cm x 100 cm) equilibree en NaCI 0,5 M. 

La repartition des masses moleculaires de I'heparosane contenu dans les differentes fractions est deter- 
mine par chromatographic d'exclusion. On regroupe les fractions contenant des chaTnes ayant une masse 
molecular de 6000 a 20000 Da, on concentre au Rotavapor, on precipite par4 volumes d'ethanol et on seche 
30 le precipite forme. 

On obtient ainsi environ 1 g de produit. 

Etape_c - Formation du sel de tetrabutylammonium et N.O-sulfatation partielle. 

35 Pour former le sel de tetrabutylammonium, on utilise 300 mg du produit obtenu a I'etape precedente et on 

applique le procede decrit dans I'Exemple 4 [ 1) Modifications chimiques du lot B, Etape b]. On obtient 490 mg 
de sel que I'on dissout dans 30 ml de formamide. On procede ensuite a une N.O-sulfatation partielle selon le 
procede decrit dans I'Exemple 4 [1) Modifications chimiques du lot B, Etape c- premier paragraphe] 

A partir de 490 mg de sel que I'on fait reagir avec 2,25 g de complexe trioxyde de soufre-pyridine, on obtient 

to 406 mg d'heparosane-N.O-sulfate. 

Etape d- N-sulfatation totale et gel-filtration 

372 mg du produit obtenu a I'etape ci-dessus sont dissous dans 15 ml d'une solution de Na 2 C0 3 a 5 % et 

45 rTS^f^ 372 mQ de complexe triox y de de soufre-trimethylamine. selon la methode decrite dans I'Exemple 
4 [ 2) Modificatons chimiques du lot A, Etape c]. 

Le produit obtenu apres N-sulfatation totale est ensuite fractionne par gel-filtration en utilisant une coionne 

Sephacryl S 300 HR (2.5 cm x 100 cm) et en appliquantle protocole deja decrit 

Les fractions ayant une masse moleculaire de 6000 a 20000 Da, sont regroupees, concentrees au Rota- 

50 vapor , dialysees extensivement contre de I'eau ultra-purifiee froide et lyophilisees. 

On obtient ainsi 260 mg d'un heparosane-N.O-sulfate appele lot E1. 

Les caracteristiques de ce produit sont rassemblees dans le tableau XIII. 

Le tableau XIV indique la repartition des masses moleculaires de chaines qui constituent le lot E1 
« < J ? e l ^P 3 ^ a ne-N.O-sulfate contient environ 75 % en masse de chaines de masses moleculaires entre 
55 1 500 et 1 5000 Da et environ 65 % en masse de chaines ayant des masses moleculaires entre 7700 et 1 5000 
Da. 
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TA3LEAU XIII 
Caracteristiques du produit correspondant au lot El 







Taux d acide 


I 

Taux de NHo ' 


Taux de 


Taux de sulfatation 






uronique 


(pmol/mg) 


desacetyiation 


(rapport sulfate 


10 




(jjrnol/mg) 






/carboxyle) 




Lot E1 


1,35 


0,01 


40% 


3 



TABLEAU XIV 

Repartition des masses moleculaires du produit 
correspondant au lot E1 



j PMo 


PM-| 


PM 2 


PM 3 


Lot E1 | 31 238 


19671 


1 2029 


7748 



La definition de PMo, PM lf PM 2 et PM 3 est identique a celle indiquee dans le tableau III. 
EXEMPLE 8 

35 Preparation de deux lots d'un heparosan»-N,Q-sulfate ; derives N-desacetyles a 80 %. ayant un taux 
de sulfatation de 2,25 et de 2,4 

La matiere premiere utilisee, lot F, est un lot de N-acetylheparosane prepare selon la methode decrite dans 

1 EX ta determination de la repartition des masses moleculaires des chaines qui constituent ce compose a ete 
realisee par chromatographie d'exciusion selon la methode decrite dans TExemple 1. 

L'examen du profit permet de constater que le lot F contient 92 % en masse de chames dont la masse 
moleculaire est comprise entre 1 500 et 15000 Da. 

Le pic majoritaire est situe a environ 4800 Da. Une fraction ponderaie du lot F au moms egale a 80 /o pos- 
45 sede une masse moleculaire comprise entre 2400 et 10000 Da. 

Le taux d'acide uronique de ce produit est de 2,4 umoles/mg. 

Etape a- Desacetyiation partielle 

On procede comme il est decrit dans I'Exemple 5. (Etape a) en utilisant 2,5 g du lot F et 50 ml de NaOH 



2N. 



On obtient 1 ,6 g de produit N-desacetyle a 80 %. 
Le pourcentage de la N-desacetylation a ete evalue par le dosage des groupes ammo libres. 

55 Etape b et c - N-sulfatation et formation du sel de tetrabutylammonium 

Ces deux etapes sont identiques aux Etapes b et c decrites dans I'Exemple 5. 
On obtient 4,7 g de sel de tetrabutylammonium. 
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Etape d- O-sulfatation 



On dissout 2,9 g de sel obtenu ci-dessus dans 290 ml de formamide et on ajoute 17,4 g de complexe 
trioxyde de soufre-pyridine. 
5 On precede comme il est decrit dans I'Etape d, de I'Exempie 5. 

Le culot obtenu apres la deuxieme centrifugation est dissout dans I'eau ultra-purifiee, puis on dialyse centre 
de I'eau ultra-purifiee et on lyophilise. 
On obtient ainsi 3 t 68 g de produit. 

10 Etape e - Gel-filtration 

Le produit obtenu a Y etape precedente est mis en solution dans une solution de NaCI 0 5 M puis il est 
depose sur une colonne Sephacryl S 300 HR equilibree par du NaCI 0,5 M. L'effluent est recuetlli par un coi- 
lecteur de fractions. 

Les fractions ayant une masse moleculaire comprise entre 1400 Da et 10000 Da sont regroupees et 
concentrees au Rotavapor. On precipite par 4 volumes d'ethanol, on centrifuge, on reprend ie precipite a I'eau 
ultra-punfiee, on dialyse la solution, ainsi obtenue, extensivement contre de I'eau ultra-purifiee on lyoDhilise 
et on seche. 

On obtient ainsi 1,6 g d'un heparosane-N.O-sulfate appele lot F1. 

Les fractions correspondant a des masses moleculaires comprises entre 5000 Da et 35000 Da sont ras- 
semblees, concentrees au Rotavapor et a la solution ainsi obtenue, on ajoute 4 volumes d'ethanol, on centri- 
fuge, on reprend le precipite a I'eau, on dialyse la solution ainsi obtenue contre de I'eau ultra-purifiee et on 
lyophihse. Le lyophilisat est soumis a un nouveau fractionnement selon la methode indiquee au debut de cette 
etape. 

La repartition des masses moleculaires des differentes fractions est determinee par chromatograohie 
d'excius.on selon la methode decrite dans I'Exempie 1. On regroupe les fractions qui contiennent des heparo- 
sanes-N.O-sulfates ayant une masse moleculaire comprise entre 2000 et 26000 Da. On precipite par 4 volumes 
d'ethanol, on centrifuge eton re-dissout le culot dans I'eau distillee, on dialyse et on lyophilise. On obtient ainsi 
0,6 g d'un heparosane-N f O-sulfate appele lot F2. 

Les caracteristiques des lots F1 et F2 sont indiquees dans le tableau XV. Des resultats deduits des profiis 
d'elution sont rassembles dans le tableau XVI. 
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TABLEAU XV 

Caracteristiques des heparosanes-N,0-sulfates 
correspondant aux lots F1 et F2 



40 



45 



50 





Taux d'acide 
uronique 
(^mol/mg) 


Taux de NH£ 
(pmol/mg) 


Taux de 
desacetylation 


Taux de su If station 
(rapport sulfate 
/carboxyle) 


Lot F1 


1,58 


<0,01 


80% 


2.4 


Lot F2 


1,58 


<0,01 


80% 


2,25 
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TABLEAU XVI 

Repartition des masses moleculaires des produits 
correspondant aux lots F1 et F2 



10 



15 





PMo 


PM-| 


PM 2 


PM 3 


Lot F1 


10700 


7700 


5800 


3300 


Lot F2 


24400 


16325 


8600 


6900 



La definition de PMo. PM„ PM 2 et PM 3 est identique a celie indiquee dans le tableau III. 
L'heparosane-N.O-sulfate du lot F1 contient environ 99 % en masse de chaines ayant des masses mole- 
20 culaires comprises entre 1500 et 15000 Da et celui du lot F2 contient environ S4.6 % en masse de .chaines de 
masses moleculaires de 1500 a 15000 Da, et environ 70 % en masse de chaines de masses molecula.res de 
6900 a 13500 Da. 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (RMN) 
" Des spectres RMN du proton et du carbone «C sont obtenus avec I'heparosane-N.O-sulfate du. lot F1 

(Spectres realises sur AMX 500 solvant D 2 0). „ mf „„ e 
L'etude du spectre du proton et notamment du rapport d'intensite des protons des sucres sur les protons 

d'amines desacetylees conduit a proposer environ 20 % de motifs glucosamine N-acetyle. 
30 L'etude du spectre "C confirme que le motif glucosamine est bien N-sulfate. L'acide glucuron.que, dans 

la majorite des structures disaccharidiques n'est pas O-sulfate en position 2 et 3. 

PREPARATIONS 
3S PREPARATION A 

Preparation d'un N-acetylheparosane maioritairement de haute masse moleculaire (Procede I) 

1) Culture de la souche Escherichia coli (K5) et separation d'un flltrat contenant du N-acetylheparo- 
40 sane 

On ensemence 400 ml du milieu D, de composition precisee dans le tableau XVII ci-apres, avec la souche 
Escheri chia coli SEBR 3282 et on incube sous agitation pendant 2 h a 37°C. 

La preculture obtenue e st alors transferee dans un fermenteur de 18.5 I contenant 11 J du milieu C, de 
45 composition precisee aussi dans le tableau XVII ci-apres. et on incube pendant 6 h 30 mm a 37 C et pH egal 
1 2 la pression partielle en oxygene etant maintenue a 40 mmHg par regulation de r.njecbon d a.r (jusqu a 
20 i/min) et de I'agitation. On ajoute alors du glycerol en introduisant de fagon continue une solut.on ster.le 
contenant 500 g/l de glycerol a raison de 18 g/h pendant 16-17 heures. 

On poursuit la cuirJe dans les memes conditions de temperature, de pH et de press.on part.elle en oxygene 
50 jusqu'a consommation quasi totale du glycerol. Le suivi de la DO (>. = 600 nm) de la suspension de cu Uure 
apres la fin de I'ajout en glycerol, montre un etat stationnaire ou de lyse legere jusqu'a I arret de la culture a 
28-30 h d'age en fermenteur. ArtpA ... n 00 

On refroidit alors le bouillon de culture a 25°C puis on le filtre a travers une membrane de po ras.te ^22 
jxm. On obtient ainsi environ 12 I de filtrat contenant du N-acetylheparosane mapntairement de haute masse 
55 moleculaire. 
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TABLEAU XVII 

s Composition et preparation du milieu C et du milieu D. 
MILIEU C 

10 

Dans 900 ml d'eau ultra-purlfiee dissoudre dans I'ordre : 

NTA (acide nitrilotriacetique) 1000 mg 

K 2 HP0 4 790 mg 

is Acide glutamique 11000 mg 

MgCI 2 ,6H 2 0 500 mg 

K 2S0 4 450 mg 

FeS0 4 ,7H 2 0 18 mg 

CaCI 2 ,2H 2 0 2 mg 

NaCI 500 mg 

KCI 5000 mg 

25 Solution d'oligo-elements (cf Tableau II, Exemple 1) 1 ml 

Glycerol 10000 mg 

Ajuster le pH a 7,2 avec de la potasse concentree de densite 1,38 et completer a 1000 ml avec de I'eau ultra- 
punfiee. Effectuer une filtration sterilisante sur membrane de 0,2 um. 

30 

Solution de glycerol 

Dissoudre 50 g de glycerol dans une quantite adequate d'eau ultra-purifiee et ajuster le volume a 1 000 ml avec 
le meme solvant. Effectuer une filtration sterilisante sur membrane de 0,2 jim. 
35 L'anti-mousse employe en cours de fermentation est le Struktol J 673 (Scfiill et Seilacher®). 

MILIEU D 

La preparation du milieu D est identique a celle du milieu C, a la difference pres. qu'il convient d'ajouter 
40 en plus le tampon (pH 7,2) : acide 3-morpholinopropanesulfonique apres addition de ('agent anti-mousse. 

2) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire 

Le N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire a ete isole et purifie selon le precede 
45 decnt dans I Exemple 2 [ 2) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement de faible masse 
moleculaire. Etape a - Etape fl. 

3) Caracterisation du N-acetylheparosane obtenu 

so Determination de la repartition des masses moleculaires par chromatographie d'exclusion 

Compte-tenu des etalons actuellement utilises, la repartition des masses moleculaires a ete evaluee de 
maniere approximative. 

Le N-acetylheparosane obtenu pour cette preparation est compose de chaTnes de masses moleculaires 
55 comprises entre 20000 Da et 500000 Da, et la masse moyenne se situe a environ 100000-200000 Da. 
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Dosage des asides uroniques 

Le taux d'acide uronique du produit purifie a I'issue de I'etape finale est de 2,2 umoles/mg. 
Spectrophotometrie dans le domaine de rultra-violet et visible 

Le spectre obtenu permet d'affirmer que ce lot contient moins de 0.5 % d'ADN. 
Dosage des proteines totales 

Le taux de proteines totales est inferieur a 0,5 % 
Dosage des groupes amino libres NH 2 
15 Le taux de NH 2 est inferieur a 0,1 nmole/mg. 

PREPARATION B 

Preparation d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire (Procede II) 

1) Culture de la souche Escherichia coli (K5) 

La culture de la souche Escherichia coli SEBR 3282 a ete realisee selon la methode decrite dans la Pre- 
paration A. On obtient environ 12 I de culture contenant du N-acetylheparosane majoritairement de haute 
25 masse moleculaire. 

2) Purification pretiminaire 

On procede comme il est decrit dans t'Exemple 3 [ 2) Purification preliminairel en utilisant au stade d, une 
30 cartouche a fibres creuses Amicon®, seuii de coupure 30000 Da ou equivalent 

3) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane majoritairement de haute masse moleculaire : 

On procede comme il est indique dans I'Exemple 3 [ 3) Isolement et purification d'un N-acetylheparosane 
35 majoritairement de faible masse moleculaire]. 

PREPARATION C 

Modifications chimiques du N-acetylheparosane majoritairement de haut e masse moleculaire issu 
40 de la Preparation A 

Comme matiere premiere pour les differentes modifications chimiques, on utilise un N-acetylheparosane 
appele lot G1 prepare selon le procede decrit dans la Preparation A. 
Le taux d'acide uronique de ce produit est de 2,41 umoles/mg. 

Etape a- Desacetylation partielle 

On dissout 1,9 g du lot G1 dans 38,5 ml de NaOH 2N. On porte la solution a 50°C et on laisse reagir a 
cette temperature pendant 8 heures sous azote. 

On ajuste ensuite le pH a 8,25 par addition de HCI 2IM. On dialyse contre de I'eau ultra-punfiee puis on 

lyophilise. 

On obtient ainsi 1,6 g de produit. 

Taux de N-desacetylation 

Le dosage des groupes amino-libres (NH 2 ) indique que le N-acetylheparosane a ete N-desacetyle a 80 

%. 
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Etape b - N-sulfatation 

On dissout 1,3 g du produit obtenu a I'etape precedente dans 57 ml d'eau ultra-purifiee, on ajoute 1,9 g 
de Na 2 C0 3 et 1,9 g de complexe trioxyde de soufre-trimethylamine et on porte a 55°C pendant 20 heures.On 
5 ajuste ensuite ia conductivite de la solution a celle d'une solution de NaCI 0,5 M par addition d'eau deminera- 
lisee et on precipite par 4 volumes d ethanol. On centrifuge, on reprend ie culot avec une solution de NaCI 0,5 
M, on precipite par 4 volumes d'ethanol et on centrifuge. 

On dissout le culot dans I'eau ultra-purifiee et on diaiyse avec de I'eau ultra-purifiee selon le procede decrit 
dans I'Exemple 1 puis, on lyophilise. 
10 On obtlent ainsi 1,809 g d'heparosane N-sulfate. 

Etape c - Formation du sel de tetrabutylammonium 

On dissout 800 mg du produit prepare a I'etape precedente dans 100 ml d'eau. On depose cette solution 
is sur une colonne d'echange d f ions Dowex 50 W 8 et on procede comme il est decrit dans I'Exemple 4 [ 1 ) Modi- 
fications chimiques du lot B, Etape bj. 

Apres lyophilisation on obtient environ 1,3 g de sel. 

Etape d - O-sulfatation 

20 

On dissout le sel obtenu ci-dessus dans 80 ml de formamide, on ajoute 5,6 g de complexe trioxyde de sou- 
fre-pyridine. On iaisse reagir 6 heures £ 30°C puis on ajoute 16 ml de NaCI 2 M. On porte & pH 7 et on precipite 
par 2 volumes d'ethanol. On reprend le precipite avec une solution de NaCI 0,5 M, on re-precipite avec 2 volu- 
mes d'ethanol, on diaiyse contre de I'eau ultra-purifiee et on concentre au Rotavapor. 

25 

Etape e- Gel-filtration 

La solution concentree obtenue a I'etape precedente est fractionnee par gel filtration en utilisant une 
colonne Sephacryl S 300 HR et en utilisant comme eluant une solution de NaCI 0,5 M. 
30 On isole les fractions qui correspondent a des masses moleculaires comprises entre 10000 et 500000 Da. 

On ajoute 2 volumes d'ethanol puis on concentre. On ajuste ensuite fa conductivite a celle d'une solution 
de NaCI 0,5 M en ajoutant de I'eau. 

On repete le fractionnement par gel filtration et on recueille les fractions contenant un heparosane-N,0- 
sulfate constitue de chaTnes ayant des masses moleculaires moyennes de 1 00000 a 200000 Da, comme aussi 
35 les fractions contenant un neparosane-N,0-sulfate constitue de chaTnes ayant des masses moleculaires 
moyennes d'environ 50000 Da et d'environ 12000 Da. 

A chacune de ces trois fractions, on ajoute 5 volumes d'ethanol, on les soumet a une diaiyse contre de 
I'eau ultra-purifiee et on soumet les solutions obtenues apres diaiyse, a une lyophilisation. 
On obtient ainsi 3 lots d'heparosane-N,0-sulfates : 
40 - le lot G1 est un heparosane-N,0-sulfate constitue de chaTnes ayant une masse moleculaire moyenne 

de 100000 a 200000 Da. On isole 0,140 g de ce lot. 

- le lot G2 est un heparosane-N f O-sulfate constitue de chaTnes ayant une masse moleculaire moyenne 
d'environ 50000 Da. On isole 0,350 g de cet heparosane-N,0-sulfate. 

- le lot G3 est un heparosane-N.O-sulfate constitue de chaTnes ayant une masse moleculaire moyenne 
45 de 12000 Da. On isole environ 0,100 g de ce dernier lot. 

Les caracteristiques des trois lots d'heparosane-N.O-sulfate decrits dans cet exemple sont rassembles 
dans le tableau XVIII. 
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TABLEAU XVIII 



Caracteristiques des heparosanes-N.O-sulfates 
correspondant aux lots G1, G2 et G3 





Taux d'acide 
uroniqua 
(^mol/mg) 


Taux de NH 2 
(pmol/mg) 


Taux de 
desacetyiation 


Taux de sulfatation 
(rapport sulfate 
/carboxyie) 


Lot G1 


1,48 


< 0,01 


80 % 


2,6 


Lot G2 


1,45 


< 0,01 


80% 


2,6 


Lot G3 


1,45 


< 0,01 


80 % 


2,6 
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Revendications 



1. Heparosanes-N.O-sulfates constitues par des chaines ou par un melange de chaTnes de masse molecu-* 
laire entre 1500 et 15000 Da, caracterisees par une structure disaccharidique repetee de formule I : 



CH 2 OG 




(I) 



NHE 



OG 



40 dans laquelle, 

- E represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques desdits heparosanes-N t O-sulfates, un 
groupe acetyle'et dans les unites disaccharidiques restantes, un groupe sulfate et eventuellement un 
atome d'hydrogene, 

- G represente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate, 

45 et les sels pharmaceutiquement acceptables desdits heparosanes-N.O-sulfates. 

2. Heparosanes-N,0-sulfates selon la revendication 1 , caracterises en ce que E represente un groupe ace- 
tyle et un groupe sulfate. 

so 3. Heparosanes-N,0-sulfates selon I'une quelconque des revendications 1 et 2, caracterises en ce que le 
degre de sulfatation, exprime comme le rapport sulfate/carboxyle est compris entre 1,5 et 3,0. 

4 Heparosanes-N.O-sulfates selon la revendication 1. constitues par des chaines ou par un melange de 
chatnes de masse moleculaire entre 1500 et 15000 Da, caracterisees par une structure disaccharidique 
55 repetee de formule I : 
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CH 2 OG 




(I) 



NHE 



20 



10 dans laquelle, 

- E represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques desdits heparosanes-N.O-sulfates, un 
groupe acetyle, et dans les unites disaccharidiques restantes, un groupe sulfate et eventueliement un 
atome d'hydrogene, 

- G represente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate, 
15 ,e de 9re de sulfatation, exprime comme rapport sulfate/carboxyle etant de 1,5 a 3,0 f 

les deux extremites, reductrice et non reductrice des chaines desdits heparosanes-N.O-sulfates 
etant des unites uroniques sulfatees ou non, de ia glucosamine sulfatee ou non, ou de la N-acetyl gluco- 
samine, sulfatee ou non, 

et les sels pharmaceutiquement acceptables desdits heparosanes-N.O-sulfates. 

5. Heparosanes-N.O-sulfates selon Tune queiconque des revendications 1 a 4, caracterises en ce que le 
groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 60 %. 

6. Heparosanes-N,0-sulfates selon Tune queiconque des revendications 1 a 5, caracterises en ce qu'ils 
25 comportent au moins 90 % en masse de chaines de masse moleculaire inferieure a 11 000 Da. 

7. Heparosanes-N,0-sulfates selon la revendication 1, caracterises en ce qu'ils contiennent moins de 0,2 
u.mol/mg de groupe amino (NH 2 ). 

30 8. Heparosanes-N,0-sulfates selon I'une queiconque des revendications 1 a 5, constitues de chaines de 
masse moleculaire moyenne d'environ 4000 Da a 7000 Da et ayant un degre de sulfatation exprime 
comme ie rapport sulfate/carboxyle compris entre 1,7 et 3. 

9. Heparosanes-N.O-sulfates selon la revendication 1 caracterises en ce qu'ils sont constitues par au moins 
35 70 % en masse de chaines de masses moleculaires comprises entre 5000 et 7000 Da, en ce que le degre 

de sulfatation exprime comme le rapport sulfate/caboxyle est compris entre 1,8 et 2,5 et en ce que le 
groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 20 %. 

10. Heparosanes-N,0-sulfates selon la revendication 1 caracterises en ce qu'ils sont constitues par au moins 
40 70 % en masse de chaines de masses moleculaires comprises entre 10000 et 12000 Da, en ce que le 

degre de sulfatation exprime comme le rapport sulfate/carboxyle est compris entre 1,8 et 2,5, et en ce 
que le groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 20 %. 

11. Heparosanes-N.O-sulfates selon la revendication 1 caracterises en ce qu'ils sont constitues par au moins 
45 70 % en masse de chaines de masses moleculaires comprises entre 6000 et 8000 Da. en ce que le degre 

de sulfatation exprime comme le rapport sulfate/carboxyle est compris entre 2,0 et 2,8, et en ce que le 
groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 60 %. 

12. Heparosanes-N, O-sulfates selon la revendication 1 caracterises en ce qu'ils sont constitues par au moins 
so 80 % en masse de chaines de masses moleculaires comprises entre 2300 et 7200 Da, en ce que le degre 

de sulfatation exprime comme ie rapport sulfate/carboxyle est compris entre 1,8 et 2,5, et en ce que le 
groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 20 %. 

13. Heparosanes-N.O-sulfates selon ia revendication 1 caracterises en ce qu'ils sont constitues par au moins 
55 80 % en masse de chaines de masses moleculaires comprises entre 3300 et 7700 Da, en ce que ie degre 

de sulfatation exprime comme le rapport sulfate/carboxyle est compris entre 1,8 et 2,5, et en ce que le 
groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 20 %. 
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14. Heparosanes-N.O-sutfates selon ia revendication 1 caracterises en ce qu'ils sont constitues par au moins 
70 % en masse de chatnes de masses moleculaires comprises entre 5900 et 1 3500 Da. en ce que le degre 
de sulfatation exprime comme te rapport sulfate/carboxyle est compris entre 1,8 et 2,5. et en ce que ie 
groupe acetyie est present a un taux inferieur ou egal a 20 %. 

5 

15. Heparosanes-N.O-sulfates selon ia revendication 1 caracterises en ce qu'ils sont constitues par au moms 
30 % en masse de chatnes de masses moleculaires comprises entre 4000 et 1 0300 Da, en ce que ie degre 
de sulfatation exprime comme le rapport sulfate/carboxyle est compris entre 2,0 et 2.8, et en ce que le 
groupe acetyie est present a un taux inferieur ou egal a 60 %. 

10 

16. Composition d'heparosane-N.O-sulfate caracterisee en ce qu'elle contient au moins 70 % en masse d un 
heparosane-N,0-sulfate selon Tune quelconque des revendications 1 a 15. 

17. Procede de preparation d'une composition contenant 70 % a 100 % d'un heparosane-N.O-sulfate selon 
15 la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend la sequence des etapes suivantes: 

- etape a : culture d'une souche d' Escherichia coli (K5), 

- etape b : isolement et purification - precede ou non d'une purification preliminaire - du N-acetylhepa- 
rosane forme pour obtenir une composition contenant 70 % a 1 00 % d'un N-acetylhepaiosane constitue 
par des chames ou par un melange de chaines de masse moleculaire entre 1500 et 15000 Da, carac- 

20 terisees par une structure disaccharidique repetee de formule II: 



25 



30 



35 



40 



CH 2 OH 



COOH 




- etape c : desacetylation partielle de cette composition de N -acetyl heparosane pour obtenir une- 
composition contenant 70 % a 100 % d'un heparosane constitue par des chatnes ou par un melange, 
de chames de masse moleculaire entre 1500 et 15000 Da, caracterisees par une structure disaccha- 
ridique repetee de formule til : 



CH 2 OH 



COOH 




(III) 



NHR 1 



OH 



45 



50 



55 



18. 



dans laquelle R' represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques, un groupe acetyie, et dans 
les unites disaccharidiques restantes un atome d'hydrogene, 
- etape d : 

- soit N t O-sulfatation partielle de cette composition d'heparosane, 

- soit N^O-sulfatation partielle de cette composition d'heparosane suivie d'une etape de N-sutfata- 
tion totale, 

- soit une N-sulfatation totale ou partielle suivie d'une etape de O-sulfatation totale ou partielle, et 
comporte eventuellement une ou plusieurs etapes de fractionnement des masses moleculaires 
effectuees a la fin des etapes a, b, c ou d. 

Procede selon la revendication 17 caracterise en ce que la souche d'Escherichia coli (K5) est la souche 
SEBR 3282 (deposee aupres de la CNCM de I'lnstitut Pasteur, Pahs, France, sous le N° 1-1013) ou un 
mutant de cette souche, soit spontane soit induit. 
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19. Procede selon la revendication 17 caracterise en ce que la culture de la souche d' Escherichia coli (K5) 
est continuee au moins deux heures apres farret de la croissance de la biomasse. 

20. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que I'isolement et la purification du N-acetylheparo- 
sane, contiennent au moins une etape de precipitation alcoolique, et au moins une etape de chromato- 
graphie d'echange d'ions. 

21. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que I'isolement et la purification du N-acetylheparo- 
sane sont realises a I'aide d'un procede comportant fa sequence des etapes suivantes: 

- etape at : precipitation par I'ethanol, 

- etape b, : Dialyse, 

- etape c, : Precipitation par I'ethanol, puis deshydratation et. sechage, 

- etape dj : purification par chromatographie d'echange d'anions, 

- etape e 1 : Precipitation par I'ethanol de I'eluat obtenu par I'etape d 1f deshydratation, sechage et 
broyage, 

dans lequel une des etapes ou c t peut etre supprimee. 

22. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que I'isolement et la purification du N-acetylheparo- 
sane sont realises a i'aide d'un procede comportant la sequence des etapes suivantes: 

- etape a', : Dialyse, 

- etape b', : Purification en milieu acide, elimination des impuretes insolubles dans des solutions 
aqueuses de pH 3,5 et pH 1,8, 

- etape c' t : Precipitation par I'ethanol, puis deshydratation et sechage, 

- etape d'-, : Hydrolyse alcaline et dialyse, 

- etape e\ : Purification par chromatographie d'echange d'anions, 

- etape f\ : Purification par chromatographie d'exclusion. 

23. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que le N-acetylheparosane obtenu de la culture d'une 
souche d'Escherichia coli(K5) estsoumis avant I'isolement et la purification a une purification preliminaire, 
realisee a I'aide d'un procede comportant la sequence des etapes suivantes: 

- etape a" t : Centrifugation de la suspension obtenue a la fin de la culture, 

- etape : Mise en contact du surnageant avec une solution alcaline, 

- etape c'\ : Prefiltration, 

- etape d"j : Concentration sur membrane de seuil de coupure determine, 

- etape e'\ : Dialyse, 

dans lequel I'etape e r \ peut etre supprimee. 

24. Procede selon la revendication 17 caracterise en ce que I'etape de N.O-sulfatation partielle est suivie 
d'une N-sulfatation totale, realisee par un complexe d'anhydride sulfurique avec une base organique, dans 
un solvant aqueux de pH basique. 

25. Procede selon la revendication 17 caracterise en ce que I'etape de N-sulfatation totale est suivie d'un frac- 
tionnement des masses mol ecu la ires. 

26. Composition pharmaceutique contenant comme principe actif un heparosane-N.O-sulfate selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 15, en association ou en melange avec un excipient inerte, pharma- 
ceutiquement acceptable. 

27. Composition pharmaceutique contenant comme principe actif une composition d'heparosane-N.O-sulfate 
selon la revendication 16 en association ou en melange avec un excipient inerte, pharmaceutiquement 
acceptable. 

28. Composition pharmaceutique selon Tune quelconque des revendications 26 et 27 utilisable pour la regu- 
lation de la coagulation. 

29. Souche ^Escherichia coli (K5) SEBR 3282 deposee aupres de la CNCM de I'lnstitut Pasteur, Paris 
France, sous ie numero 1-1013. 
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30. N-acetylheparosanes constitues par un melange de chames de masse moleculaire entre 1500 et 1 5000 
Da. caracterisees par une structure disaccharidique repetee de formule II : 



40 



45 



(II) 



5 CH 2 OH COOH 

10 NHCOCH3 OH 

les deux extemites reductrice et non reductrice dudit N-acetylheparosane etant des unites uroni- 
ques ou de la N-acetylglucosamine. 



31. N-acetylheparosane selon la revendication 30, caracterise en ce que dans la majorite des chames, I'extre- 
mite non-reducirice est une unite uronique de formule (a) : 




(a) 



OH 



32. Composition de N-acetylheparosane. caracterisee en ce qu'elle contient au moins 70 % en masse d'un 
N-acetylheparosane selon la revendication 30. 

33. Heparosanes constitues par un melange de chames de masse moleculaire entre 1 500 et 1 5000 Da, carac- 
terisees par une structure disaccharidique repetee de formule 111 : 



(III) 




dans laquelle R' represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques. un groupe acetyle, et dans les 
unites disaccharidiques restantes un atome d'hydrogene. 

34. Heparosanes selon la revendication 33, caracterises en ce que le groupe acetyle est present a un taux 
inferieur ou egal a 60 %. 



35. Composition d'heparosane caracterisee en ce qu'elle contient au moins 70 % en masse d'un heparosane 
so selon Tune quelconque des revendications 33 et 34. 

Revendications pour I'Etat contractant suivant : ES 

1. Procede de preparation d'une composition contenant de 70 a 100 % d'heparosanes-N.O-sulfates consti- 
55 tues par des chaines ou par un melange de chaines de masse moleculaire entre 1 500 et 1 5000 Da, carac- 

terisees par une structure disaccharidique repetee de formule I : 
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CH^OG COOH 




(I) 



dans laquelle, 

- E represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques desdits heparosanes-N,0-su»fates, un 
groupe acetyle, et dans les unites disaccharidiques restantes, un groupe sulfate ei eventuellement un 
atome d'hydrogene, 

- G represente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate, et des sels phanmaceutiquement accepta- 
bies desdits heparosanes-N,0-sulfates, 

caracterise en ce qu'il comprend la sequence des etapes suivantes : 

- etape a : culture d'une souche d' Escherichia coli (K5), 

- etape b : isoiemenc et purification - precede ou non d'une purification preliminaire - du N-acetyfhepa- 
rosane forme pour obtenir une composition contenant 70 % a 100 % d'un N-acetylheparosane constitue 
par des chafnes ou par un melange de chames de masse moleculaire entre 1500 et 15000 Da, carac- 
terisees par une structure disaccharidique repetee de formule II : 




NHCOCH^ OH 



- etape c ; desacetylation partlelle de cette composition de N-acetylheparosane pour obtenir une 
composition contenant 70 % a 100 % d'un heparosane constitue par des chatnes ou par un melange 
de chames de masse moleculaire entre 1500 et 15000 Da, caracterisees par une structure disaccha- 
ridique repetee de formule II! : 



CH 2 OH 



NHR 



COOH 




(Ml) 



dans laquelle R' represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques, un groupe acetyle, et dans 
les unites disaccharidiques restantes, un atome d'hydrogene, 
- etape d : 

- soit N t O-sulfatation partielle de cette composition d'heparosane, 

- soit N,0-sulfatation partielle de cette composition d'heparosane suivie d'une etape de N-sulfata- 
tion totale, 

- soit une N-sulfatation totale ou partielle suivie d'une etape de O-sulfatation totale ou partielle, 

et comporte eventuellement une ou plusieurs etapes de fractionnement des masses moleculaires effec- 
tuees a la fin des etapes a, b, c ou d. 



Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que E represente un groupe acetyle et un groupe sul- 
fate. 
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=>rocede selon Tune queiconque des revendications 1 et 2. caracterise en ce que le degre de sulfatation, 
exprime comme ie rappon suifate/carboxyie. est compris entre 1,5 et 2.0. 

=>rocede selon la revendication 1 pour la preparation d'heparosanes-N.O-sulfates constitues par des cha?- 
nes ou par un melange de chaines de masse moleculaire entre 1500 et 15000 Da, caracterisees par une 
structure disaccharidique repetee de formule I : 



CH 2 OG 




(■) 

NHE 0G 

dans laquelle : . 

- E represente, dans 0 a 80 % des unites disaccharidiques desdits heparosanes-N.O-sulfates, un 
groupe acetyle,' et dans les unites disaccharidiques restantes, un groupe sulfate et eventuellement un 
atome d'hydrogene, 

- G represente un atome d'hydrogene et un groupe sulfate, 

le degre de sulfatation, exprime comme rapport sulfate/carboxyle etant de 1,5 a 3,0, 
les deux extremites, reductrice et non reductrice des chaines desdits heparosanes-N.O-sulfates 
etant des unites uroniques sulfatees ou non, de la glucosamine sulfatee ou non, ou de la N-acetyl gluco- 
samine, sulfatee ou non, 

et des sels pharmaceutiquement acceptables desdits neparosanes-N,0-sulfates. 

Procede selon I'une queiconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que le groupe acetyle est 
present a un taux inferieur ou egal a 60 %. 

Procede selon I'une queiconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que les heparosanes-N,0- 
sulfates comportent au moins 90 % en masse de chaines de masse moleculaire inferieure a 11000 Da. 

Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que les heparosanes-N.O-sulfates contiennent moins 
de 0,2 |amoi/mg de groupe amino (NH 2 ). 

Procede selon I'une queiconque des revendications 1 a 5 pour la preparation d'neparosanes-N,0-sulfates 
constitues de chaines de masse moleculaire moyenne d'environ 4000 Da a 7000 Da et ayant un degre 
de sulfatation exprime comme le rapport sulfate/carboxyle compris entre 1 ,7 et 3. 

Procede selon la revendication 1 pour la preparation d'heparosanes-N.O-sulfates, caracterise en ce que 
les heparosanes-N.O-sulfates sont constitues par au moins 70 % en masse de chaines de masses mole- 
culaires comprises entre 5000 et 7000 Da. en ce que le degre de sulfatation exprime comme le rapport 
sulfate/carboxyle est compris entre 1 ,8 et 2,5 et en ce que le groupe acetyle est present a un taux inferieur 
ou egal a 20 %. 

Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les heparosanes-N,0-sulfates sont constitues par 
au moins 70 % en masse de chaines de masses moleculaires comprises entre 10000 et 12000 Da, en ce 
que le degre de sulfatation exprime comme le rapport sulfate/carboxyle est compris entre 1,8 et 2,5, et 
en ce que le groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 20 %. 

Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que les neparosanes-N,0-sulfates sont constitues par 
au moins 70 % en masse de chaines de masses moleculaires comprises entre 6000 et 8000 Da, en ce 
que le degre de sulfatation exprime comme le rapport sulfate/carboxyle est compris entre 2,0 et 2,8 et en 
ce que le groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 60 %. 

I Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que les heparosanes-N.O-sulfates sont constitues par 
au moins 80 % en masse de chaines de masses moleculaires comprises entre 2300 et 7200 Da, en ce 
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que le degre de suifatation exprime comme le rapport sulfaie/caboxyle est compris entre 1,3 et 2,5, et en 
cs que le groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 20 %. 

13. Precede selon ia revendication l f caracterise en ce que les heparosanes-N.O-sulfates sont constitues par 
5 au moins 80 % en masse de chames de masses moleculaires comprises entre 3300 et 7700 Da, en ce 

que le degre de suifatation exprime comme le rapport sulfate/carboxyle est compris entre 1,8 et 2,5, et 
en ce que le groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 20 %. 

14. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que les heparosanes-N.O-sulfates sont constitues par 
10 au moins 70 % en masse de chalnes de masses moleculaires comprises entre 6900 et 13500 Da, en ce 

que le degre de suifatation exprime comme le rapport sulfate/carboxyle est compris entre 1,8 et 2,5, et 
en ce que le groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 20 %. 

15. Procede selon ia revendication 1 , caracterise en ce que les heparosanes-N.O-sulfates sont constitues par 
15 au moins 80 % en masse de chaines de masses moleculaires comprises entre 4000 et 10300 Da, en ce 

que le degre de suifatation exprime comme le rapport sulfate/carboxyle est compris entre 2,0 et 2,8, et 
en ce que le groupe acetyle est present a un taux inferieur ou egal a 60 %. 

16. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la souche d' Escherichia coli (K5) est la souche 
20 SE3R 3282 (deposee aupres de la CNCM de I'lnstitut Pasteur, Paris, France, sous le N° 1-1013) ou un 

mutant de cette souche, soit spontane, soit induit. 

17. Procede selon ia revendication 1, caracterise en ce que la culture de la souche d' Escherichia coli (K5) 
est continuee au moins deux heures apres I'anret de la croissance de la biomasse. 

25 

18. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que i'isolement et la purification du N-acetylheparo- 
sane, contiennent au moins une etape de precipitation alcoolique, et au moins une etape de chromato- 
graphie d'echange d'ions. 



Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que I'isolement et ia purification du N-acetylheparo- 
sane sont realises a I'aide d'un procede comportant la sequence des etapes suivantes : 

- etape a, : precipitation par I'ethanol, 

- etape b t : dialyse, 

- etape c 1 : precipitation par I'ethanol, puis deshydratation et sechage, 

- etape d t : purification par chromatographie d'echange d'anions, 

- etape e, : precipitation par I'ethanol de I'eluat obtenu par I'etape d 1f deshydratation, sechage et 
broyage, 

dans lequel une des etapes a, ou c, peut etre supprimee. 

40 20. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que risolement et la purification du N-acetylheparo- 
sane sont realises a Paide d'un procede comportant ia sequence des etapes suivantes : 

- etape a\ : dialyse, 

- etape b*! : purification en milieu acide, elimination des impuretes insolublesdans des solutions aqueu- 
ses de pH 3,5 et pH 1,8. 

45 - etape cS : precipitation par I'ethanol, puis deshydratation et sechage, 

- etape d', : hydrolyse alcaline et dialyse, 

- etape e^ : purification par chromatographie d'echange d'anions. 

- etape f, : purification par chromatographie d'exclusion. 

50 21. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que le N-acetylheparosane obtenu de la culture d'une 
souche d' Escherichia coli (K5) est soumis avant I'isolement et la purification a une purification preliminaire, 
realisee a I'aide d'un procede comportant la sequence des etapes suivantes : 

- etape a"-, : centrifugation de la suspension obtenue a la fin de la culture, 

- etape b'^ : mise en contact du surnageant avec une solution alcaline, 
55 - etape C 1 : prefiltration, 

- etape d", : concentration sur membrane de seuil de coupure determine, 

- etape e'S : dialyse, 

dans lequel I'etape e" 1 peut etre supprimee. 
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22. -rocede seion la revenciication 1 , caracterise en ce que I'etape de N,0-su!fatation partielle est suivie d'une 
N-sulfatation totale, realisee par un complexe d'anhydride sulfurique avec une base organique. dans un 
solvant aqueux de pH basique. 

23. =>rocede selon la revendication 1 , caracterise en ce que I'etape de N-sulfatation totale est suivie d'un frac- 
■ ionnement des masses moleculaires. 

24. Variante du procede selon la revendication 1 consistant, a partir d'un polysaccharide K5 de haute masse 
moleculaire et a effectuer une de polymerisation avant la desacetylation du N-acetylheparosane de haute 
masse moleculaire, apres la desacetylation, apres la N-sulfatation ou apres la N,0-sulfatation. 
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